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Partie	1	:	Le	Virus	de	l’Immunodéficience	

Humaine	

1.1. Épidémiologie	de	l’infection	à	VIH	
 

Le 5 Juin 1981 le Center for Disease Control (CDC) américain publie dans l’un de ses 

journaux quotidiens le cas de 5 individus présentant une pneumonie soudaine à Pneumocystis 

carinii 1Leurs cas intriguent car c’est une maladie normalement retrouvée chez des individus 

immunodéprimés et aucun d’entre eux n’avait présenté de signes annonciateurs d’une possible 

immunodéficience. Il s’agira en réalité de la première observation clinique du syndrome de 

l’immunodéficience acquise, aujourd’hui connu sous le nom de SIDA. Les mois suivants 

verront la multiplication de cas similaires ainsi qu’une recrudescence de maladies rares telles 

que la maladie de Kaposi, souvent associée à une immunodépression. La vitesse à laquelle les 

nouveaux cas sont détectés exhorte à l’identification de l’agent étiologique responsable de 

l’épidémie. C’est en 1983 qu’il est enfin découvert par Luc Montagnier et Françoise Barré-

Sinoussi lorsqu’ils identifient un rétrovirus dans les ganglions d’un individu atteint de 

lymphadénopathie généralisée, l’un des symptômes majeurs du SIDA 2. Ils nomment alors le 

virus LAV pour lymphadenopathy associated virus. L’appellation sera abandonnée en 1986 

au profit de celle que l’on connaît aujourd’hui : Virus de l’Immunodéficience Humaine 

(VIH). Quasiment 40 ans après sa découverte, l’épidémie à VIH est devenue globale et 

constitue toujours un problème de santé publique majeur. Pas une seule région du monde n’est 

épargnée par l’infection. On estime que 84,2 millions de personnes ont été infectées par le 

virus, coûtant la vie à plus de 40 millions d’entre elles 3. Malgré des progrès thérapeutiques 

importants qui auront permis de transformer l’infection à VIH en maladie chronique, le virus 

circule toujours. En 2021, il a été recensé 1,5 million de nouvelles infections et 650 000 décès 

liés au virus.  

 

1.2. Origine	du	VIH	
 

En 1986 un deuxième virus responsable du SIDA est identifié en Afrique de l’Ouest. 

Ce virus est appelé VIH-2 puisqu’il s’agit du deuxième agent étiologique découvert 

responsable du SIDA. VIH-2 est semblable d’un point de vue morphologique à VIH-1 mais 
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est caractérisé par une charge virale plus faible, une évolution plus lente vers le stade SIDA et 

un profil antigénique distinct 4. Les origines de VIH-1 et VIH-2 resteront incomprises jusqu’à 

la découverte de virus simien appelé SIV pour Simian Immunodeficiency Virus 5–7. Le SIV est 

découvert dans un premier temps chez des macaques captifs. La comparaison de ce nouveau 

virus avec VIH-1 montre des similitudes marquantes. Le SIV se réplique dans les CD4, 

possède des protéines structurelles de même poids moléculaire que VIH-1 et semble induire 

une immunodéficience chez son hôte 6,7. Par la suite le SIV est trouvé de manière prévalente 

dans plusieurs espèces de primates à l’état sauvage. Certaines espèces possèdent un SIV qui 

leur est propre et les nouvelles souches de SIV découvertes sont nommées d’après l’espèce 

dans laquelle elles ont été identifiées (SIVgor pour le SIV identifié chez le gorille par 

exemple). Très vite l’analyse génétique des différentes souches de SIV permet d’identifier 

l’origine simienne de VIH : VIH-1 est proche d’un SIV retrouvé chez le chimpanzé (SIVcpz) 

tandis que VIH-2 correspond à un SIV retrouvé chez le singe vert mangabey (SIVsmm) 8,9. Ce 

sont les premiers indices qui montrent que le VIH est une zoonose, une maladie infectieuse 

passée d’un réservoir animal vers l’Homme. 

 

1.3. La	diversité	du	VIH	
 

En réalité VIH-1 ne correspond pas à un seul virus, mais à plusieurs provenant chacun 

d’un épisode indépendant de transmission inter-espèces 10. VIH-1 est divisé en 4 sous-types 

appelés M (Major), N (non-M, non-O), O (Outlier) et P (Putative). Les virus des groupes N et 

P sont retrouvés au Cameroun et ont infecté 20 et 3 personnes respectivement à ce jour 11–13. 

Les virus du groupe O représentent moins de 1% des infections globales et sévissent 

principalement au Gabon, Cameroun et dans les pays avoisinants 10. Les virus du groupe M, 

qui correspondent à la forme pandémique du VIH, sont actuellement classifiés en neuf sous-

groupes (A, B, C, D, F, G, H, J, K) qui divergent entre eux de 15 à 20% dans les gènes Gag et 

Env respectivement 14. L’existence de formes recombinantes (CRF) ajoute encore à la 

diversité du virus puisqu’à ce jour plus de 40 CRF ont été décrites 14. Le sous-groupe C est 

responsable de 50% des cas d’infections, principalement en Afrique du Sud, Inde et Chine. Le 

sous-groupe A est majoritaire en Afrique de l’Est, Europe de l’Est et Asie Centrale tandis que 

le sous-groupe B est retrouvé principalement en Australie, Amérique du Nord et Europe de 

l’Ouest (Figure 1) 15. VIH-2 est divisé en 8 sous-types notés de A à H. A l’instar de VIH-1, 

chaque sous-type provient d’un épisode indépendant de transmission inter-espèces 10. Les 
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sous-types A et B sont responsables de la plupart des cas d’infection tandis que les autres 

correspondent à des formes de VIH-2 identifiées chez un seul individu et représentent 

probablement des infections inter-espèces sans propagation ultérieure dans la population 

humaine 16. Par souci de simplicité, et sauf mention contraire, chaque mention de VIH dans ce 

manuscrit fera référence à VIH-1 sous-type M.  

 

 

1.4. Organisation	du	virion	et	du	génome	viral	
 

Le comité international de taxonomie des virus place le VIH dans la famille des 

Retroviridae et dans le genre Lentivirus. Le virion de VIH est une particule sphérique d’un 

diamètre de 145 nm 17. Il est délimité par une enveloppe externe contenant environ 14 

exemplaires de la protéine virale Env, nécessaire pour l’attachement du virion à la cellule 

cible 18. La protéine matrice (MA, p17) s’associe sous forme de trimère à la surface interne de 

Figure 1 - Distribution des sous-types de VIH-1 à travers le monde. Adapté de Hemelaar et al. 2001 (17). Le 

monde a été divisé en 15 régions représentées par les zones grisées. Les diagrammes circulaires représentent la 

distribution des sous-types de VIH-1 et des recombinants dans chaque région entre 2004 et 2007. La surface du 

diagramme circulaire est proportionnelle au nombre de personnes infectées par le virus vivant dans cette région 

du monde.  
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l’enveloppe. Vient ensuite la capside virale (CA), constituée d’un assemblage de sous-unités 

p24, qui contient et protège le génome viral. Le génome de VIH-1 est constitué de deux brins 

d’ARN de polarité positive, d’une longueur d’environ 9 kb, interagissant avec des molécules 

de nucléocapside virale (NC) 19. En plus du génome, on trouve dans la capside les enzymes 

virales transcriptase inverse (RT) et intégrase (IN) essentielles pour le cycle de réplication. 

Enfin, le virion contient également l’enzyme protéase (PR) et les protéines virales accessoires 

Vpr, Nef, Tat, Rev, Vif et Vpu (Figure 2) 19. 

 

Le génome de VIH-1 est composé de 9 gènes codant pour 15 protéines 20. Parmi ces 

gènes, 3 sont communs à tous les rétrovirus : gag, pol et env. Les gènes gag et env codent 

pour les protéines structurales du virion. Le produit de Gag est un précurseur de 55 kDa 

(appelé en conséquence p55) dont le clivage protéolytique génère les protéines virales matrice 

Figure 2 - Représentation schématique de l'organisation du virion et du génome virale. Adapté de van 

Heuvel et al (19).  
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(MA, p17), capside (CA, p24) et nucléocapside (NC, p7).  Le clivage protéolytique du 

précurseur gp160 de Env génère les sous-unités gp120 et gp41 qui s’associent en trimères 

pour former la protéine Env mature. Le clivage des précurseurs de Gag et Env est médié par 

la protéase virale (PR, p12), elle-même un produit du gène Pol. Le gène Pol code également 

pour la reverse transcriptase (RT p66/p51) qui permet la synthèse de l’ADN viral et 

l’intégrase (IN, p32) qui catalyse l’intégration de l’ADN viral dans l’ADN cellulaire 21. En 

plus des gènes communs aux rétrovirus, VIH-1 possède des gènes accessoires jouant un rôle 

important dans le cycle de réplication virale. Il en existe 6 : tat, rev, nef, vpr, vif et vpu. Ces 

gènes accessoires modulent le cycle de réplication par deux mécanismes distincts. Ils peuvent 

faciliter le déroulement de certaines étapes du cycle, c’est notamment le cas de tat et rev qui 

facilitent la transcription du provirus. Ils peuvent également interagir avec des facteurs de 

restrictions cellulaires pour empêcher l’action de ces derniers (Figure 2).  

 

1.5. Pathogenèse	de	l’infection	à	VIH	
 

Le virus se transmet principalement par pénétration lors d’un rapport sexuel. Plus de 

70 % des cas de transmissions proviennent de rapports hétérosexuels, les 30 % restants sont 

largement attribuables aux hommes ayant des rapports sexuels avec les hommes (MSM), 

usagers de drogues injectables et les infections mère-enfant pendant la grossesse ou au 

moment de l’accouchement 22. Malgré ces multiples modes de transmissions, les événements 

post-exposition qui mènent à une infection productive sont remarquablement similaires. Après 

transmission, la pathogenèse de l’infection à VIH est classiquement divisée en 3 étapes : la 

primo-infection, la phase chronique et la phase SIDA. Il est important de préciser que l’étude 

des premières étapes de l’infection chez l’Homme est complexe. Pour cause, les biopsies sont 

rares et les premières étapes de l’infection interviennent en l’absence de symptômes cliniques. 

Une grande partie de nos connaissances actuelles sur les premières étapes de l’infection 

proviennent de l’étude du SIV chez le singe.   

1.5.1. Primo-infection	
 

La primo-infection débute par une première phase cliniquement asymptomatique 

appelée phase d’éclipse. Pendant cette période les individus infectés ont une charge virale 

indétectable et n’ont pas encore de réponse immunitaire dirigée contre le virus, rendant 

impossible la détection de l’infection 23. Il s’agit d’une période de 7 à 21 jours pendant 
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laquelle le virus se réplique activement dans la lamina propria des muqueuses oropharyngées, 

gastro-intestinales ou génitales en fonction du mode de transmission 24. Le virus y rencontre 

trois types cellulaires qui vont chacun jouer un rôle dans la propagation de l’infection : les 

lymphocytes T CD4 (CD4), les cellules dendritiques (DCs) et les cellules de Langerhans 

(LCs). La population CD4 des muqueuses est quasi exclusivement composée de cellules CD4 

CCR5+, une population peu fréquente dans le sang mais qui compose la quasi-totalité des 

populations CD4 des muqueuses intestinales, respiratoires et génitales 25–27. Ces cellules 

constituent une cible privilégiée pour le virus et soutiennent la majorité de la réplication virale 

dans les premiers jours de l’infection. A l’inverse, bien que les DCs soient susceptibles à la 

réplication virale, la réplication est généralement moins productive que dans les CD4 28. Les 

DCs peuvent toutefois potentialiser l’infection en internalisant des virions via le récepteur 

DC-SIGN (CD209) et en interagissant avec les CD4 CCR5+ environnants. C’est le 

phénomène de trans-infection 28. Enfin, les LCs facilitent la propagation de l’infection. Après 

avoir été infectés les LCs peuvent migrer via le système lymphatique vers les organes 

lymphatiques (notamment les ganglions lymphatiques). Une fois sur place les virions qu’ils 

transportent infectent les CD4 CCR5+ sur site, permettant une généralisation de l’infection 29.  

 

La phase d’éclipse est suivie par la primo-infection (ou phase aiguë de l’infection) qui 

commence lorsque le virus se propage via le système lymphatique et que la réplication virale 

converge vers le GALT (Gut Associated Lymphoid Tissues) 30,31. Le GALT est un organe 

lymphoïde majeur contenant environ 60 % des cellules T du corps 32. A l’instar des 

muqueuses, le GALT est composé d’une majorité de CD4 CCR5+. Ces cellules expriment 

CD69 et HLA-DR, synonymes d’un état d’activation du fait de l’environnement du GALT, 

riche en cytokines inflammatoires. L’activation étant un prérequis important pour la 

réplication des lentivirus, les CD4 CCR5+ du GALT constituent une cible parfaite pour 

l’infection 33,34. La réplication virale dans le GALT est intense et la charge virale peut 

atteindre 107 copies d’ARN viral par mm3 de sang 23. L’augmentation de la virémie coïncide 

avec une chute du nombre de CD4 dans le GALT et dans le sang périphérique. A ce stade la 

demi-vie moyenne d’une CD4 mémoire infectée est moins d’une journée 35. On estime que 80 

% des CD4 contenus dans le GALT sont déplétées pendant les 3 premières semaines de 

l’infection (20 % à cause de l’effet cytopathique du VIH et les 60% restants par apoptose 

induite par activation) 36,37. La réplication intense du virus est accompagnée par l’apparition 

des premiers symptômes cliniques. Ils sont décrits comme étant ceux d’une grippe (fièvre, 

maux de tête, toux, douleurs musculaires, etc.), durent entre 2 et 4 semaines et passent très 
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souvent inaperçus en l’absence d’une suspicion clinique 38,39. L’apparition d’une réponse 

immunitaire coïncide avec le moment où la virémie atteint son pic. Elle est composée 

d’anticorps dirigés contre les protéines virales mais surtout d’une réponse lymphocytaire T 

CD8 (CD8) visant spécifiquement les cellules infectées par le virus. La pression immunitaire 

exercée par les CD8 conduit à une diminution progressive de la charge virale d’un facteur 10 

à 200 en fonction des estimations 40–42. On observe pendant cette diminution l’apparition de 

mutations d’échappement destinées à échapper à la réponse CD8 43,44. En parallèle la 

diminution de la charge virale est accompagnée d’un rebond du nombre de CD4 dans le sang 

périphérique, mais pas dans le GALT 36. Entre 3 et 6 mois après le début de l’infection, la 

charge virale atteint son point d’équilibre (viral set point). Il s’agit d’un indicateur important 

de l’évolution de la maladie puisque le point d’équilibre est partiellement prédictif de la 

vitesse à laquelle la maladie va progresser et du risque de transmission du virus 36. On entre 

alors dans la phase chronique de l’infection. 

1.5.2. Phase	chronique	et	SIDA	
 

La phase chronique est la phase la plus longue de l’infection, pouvant durer entre 1 et 

20 ans, sans aucun symptôme 23. Pendant la phase chronique il existe un équilibre entre le 

virus et le système immunitaire. Le virus mute continuellement pour échapper aux réponses 

cellulaires (principalement médiées par les CD8) et humorales, et le système immunitaire 

génère des nouvelles réponses capables de reconnaître les mutants d’échappement et de 

partiellement contrôler la charge virale. La phase chronique de l’infection à VIH-1 est 

caractérisée par une activation globale et constante du système immunitaire 45. Pendant 

l’infection chronique le virus continue de se répliquer activement dans les organes 

lymphoïdes, notamment dans le GALT. La destruction massive des CD4 CCR5+ du GALT 

fragilise la barrière intestinale et facilite la translocation de produits microbiens vers le 

compartiment sanguin 31. Ce phénomène, associé à la réplication virale constante, est à 

l’origine d’une activation globale du système immunitaire. Celle-ci est traduite par 

l’expression de marqueurs d’activation (CD38 et HLADR sur les CD8 et les CD4), 

l’accumulation de monocytes CD14+ CD16+ pro-inflammatoires et la synthèse de cytokines 

pro-inflammatoires 46,47. L’importance de l’activation immunitaire dans la pathogenèse de 

VIH-1 est soulignée par le fait que la progression vers le stade SIDA corrèle avec l’expression 

de marqueurs d’activation 46. D’ailleurs, l’expression de marqueurs d’activation sur les CD8 

corrèle mieux avec la progression de la maladie que la charge virale ou le nombre de CD4 



26	
 

48,49. Ainsi, la destruction des CD4 est provoquée à la fois par l’effet cytopathique de la 

réplication virale mais également par la sur-activation immunitaire qui favorise l’apoptose des 

CD4 infectées et des CD4 non-infectées environnantes 50. 

 

 En plus de détruire les CD4, et donc d’amputer le système immunitaire d’un de ses 

éléments majeurs, l’activation induite par le virus est à l’origine d’altérations qualitatives et 

quantitatives d’autres sous-populations immunitaires (notamment les CD8, B, NK, 

monocytes, pDC, etc.) 51. Ces altérations sont associées à un déclin progressif de 

l’immunocompétence conduisant à terme à une immunodéficience majeure, caractéristique de 

la phase SIDA. Il est admis que la phase SIDA commence lorsque le compte CD4 tombe en 

dessous de 200 cellules/mm3 de sang (Figure 3). On observe alors une augmentation de la 

charge virale et une recrudescence de maladies et d’infections opportunistes. En l’absence de 

traitement l’infection à VIH-1 est l’une des maladies infectieuses les plus létales, avec un taux 

de mortalité supérieur à 95% 23.  

Figure 3 – Évolution naturelle de l'infection à VIH-1. Adapté de Grossman et al (52). Pendant la primo-infection la 

réplication virale est associée à une diminution significative des LT CD4 du GALT et une diminution modeste des LT 

CD4 périphériques. L’induction de réponses LT CD8 spécifiques du virus permet de partiellement contrôler la charge 

virale qui atteint alors un point d’équilibre, c’est le début de la phase chronique. L’activation immunitaire persistante 

pendant cette phase est à l’origine d’altérations qualitatives de la plupart des compartiments immunitaires et induit 

une immunodéficience progressive. A terme on entre dans la phase SIDA marquée par une immunodéficience 

majeure, l’apparition de maladies opportunistes et le décès de l’individu infecté au bout de quelques mois/années.   
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1.6. Cycle	de	réplication	du	VIH	
 

Le cycle de réplication du VIH est séparé en 8 étapes importantes. On trouve dans l’ordre : 

l’attachement, la fusion, la reverse transcription, l’intégration, la réplication, l’assemblage, le 

bourgeonnement et la maturation (Figure 4).  

1.6.1. Attachement	et	entrée	du	virus	
 

Le facteur viral Env permet l’attachement du virion à la cellule cible en interagissant 

avec des facteurs d’attachement présents à sa surface, notamment l’héparane sulfate 52 

l’intégrine α4β7 53 ou encore DC-SIGN 54. Ces facteurs d’attachement jouent un rôle 

Figure 4 - Cycle de réplication de VIH-1. Butler et al (61). La première étape du cycle est l’attachement du 

virion à la cellule cible (Étape 1). L’attachement nécessite une interaction entre la protéine virale Env et les 

récepteurs cellulaires CD4 et CCR5/CXCR4. Une fois attaché, la membrane du virion fusionne avec celle de la 

cellule cible permettant de libérer le génome viral dans le cytoplasme (Étape 2). La libération du génome permet 

l’initiation de la rétrotranscription (Étape 3). L’ADNc viral formé est alors inclus dans un complexe de pré-

intégration (PIC) pour permettre son importation dans le noyau. Une fois importé, l’ADNc viral est intégré au sein 

du génome cellulaire (Étape 4), induisant la formation d’un provirus. Le provirus est ensuite transcrit par la 

machinerie cellulaire (Étape 5). Les transcrits sont transportés vers le cytoplasme afin d’être traduit en protéines 

virales. Les protéines virales nouvellement créées sont assemblées à la membrane (Étape 6) permettant la 

formation d’un virion immature libéré par bourgeonnement (Étape 7). La protéase virale clive les précurseurs 

protéiques viraux permettant de libérer les protéines virales matures et de former un virion mature (Étape 8).  
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important mais ne sont pas essentiels pour une infection productive. Il est aujourd’hui accepté 

qu’ils permettent de rapprocher Env de sa véritable cible : le récepteur CD4 55–57. Une fois 

Env dans la proximité immédiate du récepteur CD4 il interagit avec ce dernier au travers de la 

sous-unité gp120. Cette interaction provoque un changement de conformation de gp120 

libérant un site de fixation pour le co-récepteur CCR5 ou CXCR4 en fonction du tropisme du 

virus. L’assemblage d’un complexe CD4/gp120/corécepteur provoque un changement de 

conformation permettant de libérer les protéines de fusion de gp41. Ces dernières s’insèrent 

dans la membrane ce qui permet de fusionner les membranes plasmiques du virion et de la 

cellule cible 58–60. La fusion des membranes cellulaires libère la capside virale dans le 

cytoplasme de la cellule cible et permet l’initiation de la transcription inverse.  

1.6.2. La	transcription	inverse	
 

La transcription inverse est initiée rapidement après l’entrée du virion dans la cellule 

cible. Il est en effet possible de détecter de l’ADN viral quelques heures après l’infection 61. 

Le processus de la transcription inverse repose sur deux activités de la transcriptase inverse 

(RT) virale : (a) une activité ADN polymérase qui permet de synthétiser un brin d’ADN à 

partir d’un brin complémentaire d’ADN ou d’ARN et (b) une activité ribonucléase H qui 

hydrolyse l’ARN uniquement contenu dans un double brin hybride ADN/ARN.  La RT utilise 

l’ARN de transfert (ARNt) Lys3 de l’hôte comme amorce pour initier la synthèse du brin 

d’ADN (-) à partir de l’ARN viral (Figure 5 – Étape A). Cela génère un duplex ARN/ADN, 

dont l’ARN est dégradé par l’activité ribonucléase H de la RT (Étape B). L’ADN synthétisé 

est alors transféré vers l’extrémité 3’ de l’ARN viral (car les extrémités 3’ et 5’ sont 

similaires) et sert d’amorce pour finaliser l’élongation du brin d’ADN (-) (Étape C). Au fur et 

à mesure que l’ADN (-) est synthétisé, l’ARN en duplex ARN/ADN est dégradé par l’activité 

ribonucléase H, à l’exception d’une région riche en purine (ppt) situé au milieu de l’ARN 

viral (Étape D).  

 

Cette séquence sert d’amorce pour initier l’élongation du second brin d’ADN (+). Pour 

la synthèse du brin ADN (+), la RT copie l’ADN (-) mais également les 18 premiers 

nucléotides de Lys3 (Étape E). Une fois l’ARNt copié en ADN il devient un substrat pour 

l’activité ribonucléase H qui le dégrade à l’exception d’un nucléotide A sur l’extrémité du 

brin 3’ de l’ADN (-). Les 18 nucléotides de Lys3 copiés sur le brin d’ADN (+) sont 

complémentaires des 18 premiers nucléotides de l’extrémité 5’ du brin d’ADN (-) (Étape F). 
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Ces deux extrémités s’hybrident et la RT peut alors finaliser l’élongation des brins d’ADN (-) 

et (+) (Étape G) 62.  Le produit final est un ADN qui contient à ses deux extrémités la même 

séquence composée des deux extrémités de l’ARN viral (U3-R-U5). Ces séquences sont 

appelées « long terminal repeats » (LTRs) et sont nécessaires pour l’étape suivante : 

l’intégration.  

Figure 5 – Étapes clés de la rétrotranscription du génome de VIH-1. Wei-Shau Hu & Stephen H.Hughes 

(62) Étape A- Initiation de la synthèse du brin d’ADN- à partir de l’ARNt cellulaire Lys3 (flèche bleu clair). Étape 

B – L’ARN (pointillés bleu clair) du duplex d’ADN/ARN généré par l’élongation à partir de Lys3 est dégradé 

grâce à l’activité ribonucléase H de la RT.  Étape C – L’ADN libéré après dégradation de l’ARN est alors 

transféré vers l’extrémité 3’ de l’ARN et sert d’amorce pour finaliser l’élongation du brin d’ADN (flèche bleu 

foncé). Étape D – Au fur et à mesure de l’élongation l’ARN en duplexe ADN/ARN est dégradé par l’activité 

ribonucléase H de la RT (pointillés bleu clair) à l’exception d’une région riche en purine ppt (rectangle bleu clair). 

Étape E – La région ppt sert d’amorce pour l’élongation du brin d’ADN+. La RT copie également les 18 premiers 

nucléotides de l’ARN de transfert Lys3 (flèche bleu clair). Étape F – L’activité ribonucléase H de la RT permet la 

dégradation de l’ARNt Lys3 impliqué dans un duplex ARN/ADN. La complémentarité des régions 5’ du brin 

d’ADN- et de 3’ de l’ADN + permet un transfert de brin. Étape G – La RT peut alors finaliser l’élongation des 

brins d’ADN – et +. 
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1.6.3. L’intégration	du	génome	viral	
 

La première étape de l’intégration est la formation d’un complexe de pré-intégration 

(PIC) contenant l’ADN viral, l’intégrase virale, des protéines de la capside ainsi que des 

protéines cellulaires. L’ensemble du PIC excède largement la taille maximale pour une 

translocation passive vers le noyau. C’est pourquoi il est admis que le PIC accède au noyau de 

la cellule infectée par un mécanisme actif faisant intervenir des facteurs viraux et des facteurs 

cellulaires. Parmi les facteurs viraux la capside joue un rôle important. De par son interaction 

avec des facteurs d’attachement cellulaire (RANBP2, NUP153, Cyclophilin A), elle permet 

l’attachement du virion à la partie cytoplasmique du complexe de pores nucléaires (NPC) puis 

l’importation dans le noyau 63. Une fois dans le noyau l’intégrase se tétramérise au sein du 

PIC et interagit avec l’ADN viral via les LTRs pour former un complexe appelé « intasome » 
21,64. L’intasome se fixe sur l’ADN génomique et catalyse l’insertion de l’ADN viral en deux 

étapes : le 3’ processing et le transfert de brin. L’étape de 3’ processing consiste à enlever un 

dinucléotide GT à chaque extrémité 3’ de l’ADN viral. Cela génère des extrémités 3’OH 

réactives qui permettent à l’intégrase de catalyser une attaque nucléophile sur l’ADN 

génomique, c’est l’étape de transfert de brin 65. Il se forme alors une liaison covalente entre 

l’extrémité 3’OH réactive de l’ADN viral et l’extrémité 5’ phosphate de l’ADN génomique 66. 

Le produit de la réaction est un provirus intégré dont les régions LTRs constituent le début et 

la fin. 

1.6.4. De	la	réplication	jusqu’à	la	maturation	
 

Une fois intégré il existe deux devenirs pour le provirus : (a) l’extinction transcriptionnelle 

du provirus, cela mène à l’établissement d’une infection latente qui constitue l’obstacle 

majeur au développement d’une stratégie curative de l’infection à VIH, ou (b) la transcription 

active du provirus, ou « réplication », permettant la synthèse de protéines virales nécessaires 

pour la production de nouveaux virions. La transcription du provirus dépend de facteurs de 

transcription cellulaire (NFKB, Sp1 et TBP par exemple) et de facteurs viraux (Tat et Vpr). 

L’ARN polymérase II se sert de la région 5’LTR du provirus comme promoteur pour initier la 

transcription du génome viral. L’ARN viral transcrit est alors exporté vers le cytoplasme où il 

est traduit pour former les protéines virales nécessaires à l’assemblage du virion. Les 

polyprotéines Gag et Gag-Pol se multimérisent tout en migrant vers le site d’assemblage au 

niveau de la membrane plasmique. En parallèle la glycoprotéine Env est exprimée à la surface 
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de la cellule infectée via les vésicules sécrétoires du réticulum endoplasmique (RE). Après 

incorporation de l’ARN viral, la machinerie ESCRT est recrutée pour permettre le 

bourgeonnement et la libération du virion nouvellement formé 67. Le virion libéré est une 

particule virale immature. Le clivage protéolytique des polyprotéines Gag et Gag-Pol par la 

protéase virale permet la formation de la capside et la maturation du virion (Figure 6).  

 

Figure 6 - Assemblage, bourgeonnement et maturation d'un virion de VIH-1. Freed, 2015 (67). La transcription 

des provirus intégrés permet la production des polyprotéines Gag et GagPol (« Gag and GagPol synthesis »). Ces 

polyprotéines se mutlimérisent (« Gag multimerization ») tout en étant exportées à la membrane plasmique (« Gag 

targeting »).  En parallèle la protéine virale Env est adressée à la membrane plasmique grâce au réticulum 

endoplasmique rugueux (RER). Après incorporation de Env et du génome viral sur le site d’assemblage (« Env 

incorporation », « RNA packaging »), la machinerie ESCRT permet le bourgeonnement et la libération du virion (« 

Virion release »). La protéase virale permet alors le clivage protéolytique des protéines virales et la formation d’un 

virion mature (« Maturation »). 
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1.7. Le	Réservoir	
 

Le développement des premières thérapies antirétrovirales (ART) suscite l’espoir 

qu’un traitement prolongé puisse éradiquer le virus et guérir la maladie. Perelson et al ont été 

les premiers à évaluer le temps nécessaire sous ART pour éradiquer le virus de l’organisme. 

En extrapolant que le virus ait infecté 1012 cellules (une valeur haute qui correspond au 

nombre total de lymphocytes dans l’organisme) ils estiment à 3 ans le temps nécessaire pour 

atteindre <1 cellule infectée 68. Malheureusement la prédiction de Perelson et al a une limite : 

elle suppose que les cellules infectées les plus stables aient une demi-vie de deux semaines et 

ne prend pas en compte la possibilité de réservoirs viraux indétectables. Moins d’un an après 

l’introduction de la trithérapie, l’existence du réservoir est formellement démontrée dans les 

CD4 de patients infectés par le virus 69–71. Le réservoir est un ensemble de cellules infectées 

de manière latente. La latence définit un état infectieux non productif et réversible, ce qui 

dans le contexte de l’infection à VIH-1 se traduit par la présence de provirus 

transcriptionnellement inactif, intégré dans le génome cellulaire, et compétent pour la 

réplication. Les cellules du réservoir sont extrêmement stables avec une demi-vie estimée à 

43,9 mois. Une demi-vie aussi longue nécessiterait 60 ans de traitement sous ART pour 

parvenir à l’éradication du réservoir latent 72. De plus, la plupart des cellules du réservoir 

produisent peu ou pas d’antigènes viraux, les protégeant ainsi contre les effets cytopathiques 

du virus et de la réponse lymphocytaire T CD8 (LT CD8). 

1.7.1. Types	cellulaires	impliqués	dans	l’établissement	de	la	
latence	

 

 Les LT CD4 sont la cible principale du virus et constituent en toute logique la majorité 

du réservoir. Il est possible de classifier les LT CD4 en sous-groupes en fonction de 

l’expression de marqueurs de surface reflétant leur état de différenciation et leur fonction 

effectrice. On distingue les LT CD4 naïfs, souches mémoires (TSCM), centrales mémoires 

(TCM), transitionnels mémoires (TTM), effecteurs mémoires (TEM), résidents mémoires (TRM) 

et terminales différenciés (TTD) 73. Bien qu’il soit admis que tous les LT CD4 mémoires 

contribuent au réservoir, certaines sous-populations semblent jouer un rôle plus important que 

d’autres. Les TSCM, une sous-population minoritaire (2 à 4 % des lymphocytes circulants), 

contiennent une proportion plus importante de cellules avec de l’ADN viral que les T naïves, 

TCM, TEM et TTD. Du fait de leur durée de vie importante et de leur capacité 
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d’autorenouvellement, les TSCM constituent probablement une part significative du réservoir 
74. Plusieurs études ont également montré le rôle des TCM dans la composition du réservoir. 

Chomont et al ont démontré que les TCM et TTM étaient particulièrement enrichis en ADN 

viral, et que la persistance des deux types cellulaires était médiée par des mécanismes 

distincts 75. Brenchley et al ont obtenu des résultats similaires montrant que les TCM 

contiennent 10 fois plus d’ADN viral que les TTD 76. 

 

 Ces observations sont cruciales pour la caractérisation du réservoir mais il est toutefois 

important d’apporter une nuance. La majorité du réservoir est constituée de provirus 

défectueux, ce qui signifie que la détection d’ADN viral dans une sous-population donnée ne 

garantit pas qu’il s’agisse de provirus inductibles, capables de propager l’infection 69. 

Soriano-Sarabia et al ont ainsi démontré que les TTM contiennent majoritairement des provirus 

défectueux tandis que les TCM semblent être la source principale de provirus inductibles 77. De 

plus les TCM expriment à leur surface CD62L et CCR7. Ces deux molécules de surface 

permettent la migration vers les ganglions lymphatiques, l’un des sites majeurs de réplication 

du virus 78. Enfin, ces cellules disposent d’une durée de vie et d’un potentiel 

d’autorenouvellement important. Pour toutes ces raisons les TCM sont une cible de choix pour 

la persistance virale et sont considérées comme le réservoir majeur de l’infection à VIH-1 73.  

 

 Le rôle des macrophages dans le réservoir est activement débattu. Les macrophages 

expriment CD4 et CCR5 et sont infectés par le virus sans être sensibles à l’effet cytopathique 

de l’infection 79. Ils disposent également d’une durée de vie importante et sont localisés dans 

tous les organes, tissus et compartiments du corps, faisant d’eux une cible intéressante pour 

l’établissement d’un réservoir stable 80. Des macrophages infectés de manière latente ont pu 

être détectés dans les ganglions lymphatiques et dans le tissu urétral 81. Ganor et al ont 

d’ailleurs démontré que les macrophages urétraux d’individus sous ART contenaient des 

provirus compétents pour la réplication 82. De plus, les macrophages participent à la 

pathogenèse de la maladie en migrant vers des sites sanctuaires pour y propager l’infection. 

Leur rôle dans la propagation de l’infection vers le système nerveux central (SNC) était déjà 

connu à la fin des année 80, aussi bien chez l’Homme que chez le singe 83,84. En revanche la 

contribution des macrophages au réservoir latent dans ces sanctuaires n’est pas clairement 

établie. L’étude du rôle des macrophages dans le maintien du réservoir est complexe à cause 

de la diversité de ces cellules. Leur différenciation est spécifique à chaque tissu, ce qui génère 

des cellules hautement spécialisées avec des morphologies et fonctions différentes. Ainsi, tous 
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les macrophages ne présentent probablement pas les mêmes susceptibilités à l’infection et au 

maintien d’un réservoir latent. Les macrophages du GALT sont notamment réfractaires à 

l’infection tandis que les macrophages alvéolaires y sont sensibles 73. Des études 

supplémentaires seront nécessaires pour évaluer l’implication des macrophages dans le 

réservoir et la persistance virale. D’autres types cellulaires ont parfois été associés avec le 

réservoir, notamment les cellules dendritiques, les précurseurs hématopoïétiques, cellules 

épithéliales, astrocytes, etc. Cependant leur contribution au réservoir est débattu et doit être 

évalué 73.   

1.7.2. Les	mécanismes	d’induction	de	la	latence	
 

 A première vue l’existence d’un réservoir latent est paradoxale dans le cadre de 

l’infection à VIH-1, et ceci pour deux raisons. La première, c’est que le virus cible 

spécifiquement les CD4 activées 85. Les CD4 activées se distinguent par une expression 

accrue de CCR5, ce qui facilite l’infection, et de divers facteurs de transcriptions essentiels 

pour la transcription du provirus intégré 86. La deuxième, c’est que le virus s’intègre 

préférentiellement dans des régions transcriptionnellement actives 87,88. Une étude de Han et 

al a montré que sur 74 sites d’intégrations répartis sur 16 patients, 93 % se trouvent dans des 

gènes activement transcrits. La tendance du virus à s’intégrer dans des régions du génome 

riche en euchromatine confirme ces résultats 89,90. Comment expliquer alors qu’un virus avec 

un tropisme pour des cellules activées et qui s’intègre préférentiellement dans des régions 

transcriptionnellement actives puisse retourner à un état de latence ? 

 

 Une forme de latence peut être induite lorsque le virus infecte une cellule pendant le 

processus de retour à la quiescence (Figure 7). Dans cette situation la cellule peut être 

permissive pour l’infection, la rétrotranscription et l’intégration dans le génome cellulaire 

mais pas pour la transcription des gènes viraux 86. Le retour à la quiescence est associé à des 

modifications transcriptionnelles et épigénétiques majeures compromettant la transcription 

des gènes viraux. Le facteur de transcription NFKB est notablement séquestré dans le 

cytoplasme et son absence du compartiment nucléaire pourrait empêcher la transcription du 

provirus 86. Les modifications épigénétiques jouent également un rôle important. Récemment 

le rôle du complexe HUSH a été mis en avant dans la répression transcriptionnelle des 

provirus intégrés. HUSH induit la propagation de marques épigénétiques H3K9me3 

répressives via le recrutement d’une enzyme de méthylation 91,92. L’accumulation de marques 
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répressives provoque la compaction de la chromatine et empêche la machinerie 

transcriptionnelle d’accéder au promoteur du provirus pour y initier la transcription. 

 

 D’autres mécanismes ont été proposés pour expliquer la latence virale, notamment le 

rôle du site d’intégration du provirus. Les gènes Bach2 et Mkl2 codent pour des facteurs de 

transcription impliquée dans la prolifération cellulaire et sont des sites récurrents 

d’intégration. Il a été suggéré que l’intégration du virus dans ces gènes puisse être à l’origine 

de la prolifération clonale et de la survie de la cellule infectée 93–95. Alors que les travaux 

préliminaires sur la prolifération clonale de cellules infectées montraient que ces dernières 

contenaient des provirus défectueux, Simonetti et al ont démontré la présence de provirus 

inductible au sein de ces clones 96. Ainsi, la prolifération clonale médiée par le site 

d’intégration du provirus est probablement un mécanisme pertinent de la persistance virale. 

Par ailleurs, l’intégration de VIH-1 dans des zones transcriptionnellement actives n’est pas 

systématique et le virus peut occasionnellement s’intégrer dans des régions du génome 

défavorable à la transcription, et donc induire la latence 97. Un autre mécanisme possible 

d’induction de la latence fait intervenir le facteur viral Tat. Après intégration une forte activité 

de Tat est associée à la transcription du génome viral tandis qu’une faible activité induit la 

latence 98. C’est pourquoi il a également été proposé que des mutations de Tat puissent 

compromettre la transcription des gènes viraux 99.  

 

 Les mécanismes présentés ici ne sont pas forcément mutuellement exclusifs et peuvent 

coopérer pour induire la latence. De plus, au vu de la diversité du réservoir il est probable que 

les mécanismes responsables de la latence diffèrent d’un type cellulaire à l’autre. Enfin, bien 

que les bases moléculaires de la latence commencent à être connues, beaucoup de zones 

d’ombres subsistent.  

1.7.3. Dynamique	d’établissement	du	réservoir	
 
 Les données actuelles tendent à montrer que le réservoir s’établit très tôt dans 

l’infection, lorsque la charge virale est indétectable. L’initiation du traitement dix jours après 

l’apparition des premiers symptômes pendant la primo-infection n’empêche pas 

l’établissement du réservoir 100. Plus récemment il a été démontré qu’une interruption de 

traitement chez des individus traités depuis la phase Fiebig I (soit pendant les deux premières 

semaines de l’infection) est suivie d’un rebond viral rapide 101. Dans le contexte du SIV on 
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observe des rebonds viraux chez des singes ayant commencé le traitement seulement trois 

jours après infection 102. Par ailleurs, des nourrissons infectés par le virus à la naissance et mis 

sous traitement entre 12 et 30 heures après l’accouchement connaissent un rebond de la 

charge virale si le traitement est interrompu 103,104. Collectivement ces résultats pointent vers 

un établissement très tôt du réservoir, probablement dans les 72 premières heures de 

l’infection pendant la phase d’éclipse.   

Figure 7 – Induction de la latence pendant le retour à la quiescence d’une cellule infectée. Adapté 

de Coiras et al.  A- Expansion clonale d’une cellule CD4 naïve après reconnaissance de son antigène 

spécifique. Lorsque le pathogène est éradiqué, les cellules T entrent en apoptose (contraction) ou se 

différentient en cellules mémoires et deviennent quiescentes. B – La plupart des LT CD4 infectés par VIH 

sont voués à mourir par apoptose mais un petit nombre retourne à la quiescence et forme le réservoir.   
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Partie	2	:	Stratégies	thérapeutiques	et	contrôle	

de	l’infection 

2.1. Antirétroviraux	et	cibles	virales	
 

Le développement des thérapies antirétrovirales, délivré sous la forme d’une pilule par 

jour, a transformé l’infection à VIH en maladie chronique. Plus de 28,7 millions de personnes 

sont aujourd’hui sous traitement 105. Le traitement permet de diminuer la charge virale à des 

niveaux indétectables dans la majorité des individus infectés prolongeant ainsi leur espérance 

de vie et réduisant par la même occasion le risque de transmission 106. Les antirétroviraux 

actuels ciblent soit l’entrée du virus dans la cellule soit l’une des trois enzymes codées par 

VIH pour mener à bien son cycle infectieux. On peut alors séparer les antirétroviraux en 4 

classes : les inhibiteurs de l’entrée du virus, de la transcriptase inverse (RT), de l’intégrase 

(IN) et de la protéase (PR). Le traitement actuel repose sur l’administration simultanée de 

composés antirétroviraux de différentes classes, on parle de thérapie antirétrovirale combinée 

ou cART (combined ART).  

 

2.1.1. Les	inhibiteurs	d’entrée		
 

Les inhibiteurs d’entrée interagissent avec un des facteurs viraux (gp120 et gp41 de Env) 

ou cellulaires (récepteur CD4 et co-récepteurs CCR5/CXCR4) impliqués dans l’entrée du 

virion 60,107. Le Fostemsavir intervient très tôt en empêchant l’attachement du virion à la 

cellule cible. Il y parvient en se fixant à gp120 ce qui limite l’interaction CD4-gp120 108. 

L’Ibalizumab est un autre inhibiteur d’entrée qui intervient en aval du Fostemsavir. Il s’agit 

d’un anticorps monoclonal qui se fixe sur le récepteur CD4 pour empêcher l’interaction de ce 

dernier avec les co-récepteurs CCR5/CXCR4 109. Le Maraviroc est un inhibiteur allostérique 

qui s’intercale dans la cavité transmembranaire du co-récepteur CCR5. Il provoque un 

changement de conformation de CCR5 qui empêche l’interaction d’Env avec ce dernier 110. 

D’autres antagonistes de CCR5 existent mais ont vu leur essai clinique interrompu à cause 

d’une toxicité hépatique trop  importante (Aplaviroc) ou d’une efficacité réduite par rapport 

au traitement actuel (Vicriviroc) 111,112. Ces molécules sont indiquées dans le cas d’une 

infection avec un virus présentant un tropisme pour CCR5. Les inhibiteurs d’entrée visant 
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CXCR4 existent mais ne sont pas approuvés pour un usage clinique 113–116. L’Enfuvirtide est 

le premier inhibiteur d’entrée à avoir été utilisé dans le cadre de l’infection à VIH. Il s’agit 

d’un peptide de 36 acides aminés dont la séquence présente une forte homologie avec la sous-

unité gp41 virale. L’Enfuvirtide interagit avec gp41 et inhibe les fusions des membranes 

cellulaires et virales 117,118. Son utilisation est cependant limitée à cause d’une faible 

biodisponibilité orale qui oblige la molécule à être administrée par injection sous-cutanée.  

 

2.1.2. Les	inhibiteurs	de	la	transcriptase	inverse	
 

Les inhibiteurs de la RT occupent une place particulière dans le traitement de l’infection à 

VIH. Le premier composé antiviral utilisé pour le traitement de l’infection, l’AZT, est un 

inhibiteur de la RT. Parmi les 30 composés actuellement approuvés pour le traitement de 

l’infection à VIH, 14 sont des inhibiteurs de la RT. Il existe deux types d’inhibiteurs de la RT. 

Les inhibiteurs nucléosidiques (INTI) sont des analogues de nucléosides qui ne présentent pas 

de groupement hydroxyle en 3’. Cela permet de bloquer la synthèse d’ADN après 

incorporation du composé par la RT. C’est le mode d’action de l’AZT mais également du 

lamivudine, emtricitabine, didanosine, stavudine, abacavir, zalcitabine et tenofovir (le 

tenofovir est un analogue nucléotidique). Les inhibiteurs non nucléosidiques (INNTI) agissent 

par un mécanisme distinct. Comme leur nom l’indique, ce ne sont pas des analogues 

nucléosidiques ayant la vocation d’être incorporés, mais des inhibiteurs directs de la RT. La 

névirapine, par exemple, se fixe sur la RT et provoque un changement de sa conformation. Ce 

processus limite l’incorporation de nucléotides par la RT et empêche la synthèse de l’ADN 

viral. En plus de la névirapine, on trouve au sein des INNTI l’efavirenz, étravirine, 

delavirdine, rilpivirine et doravirine.  

 

2.1.3. Les	inhibiteurs	de	l’intégrase	
 

Les inhibiteurs de transferts de brins de l’intégrase (INSTIs) sont la dernière classe 

d’antirétroviraux à avoir été mis sur le marché. Aujourd’hui quatre INSTIs sont approuvés 

pour le traitement de l’infection à VIH : raltégravir, elvitégravir, dolutégravir et bictégravir. 

Ils agissent en bloquant sélectivement l’étape de transfert de brin de l’intégrase 119.  
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2.1.4. Les	inhibiteurs	de	la	protéase	
 

Il existe 10 inhibiteurs de la protéase approuvés pour un usage clinique. Tous, à 

l’exception du tipranavir, sont des peptidomimétiques. Ils interagissent avec le site actif de la 

protéase et empêchent ainsi le clivage protéolytique des précurseurs de Gag et GagPol. On 

trouve l’amprenavir, tipranavir, indinavir, saquinavir, fosamprenavir, ritonavir, darunavir, 

atazanavir, nelfinavir et lopinavir.  

 

2.2. 			Les	problématiques	du	vaccin	contre	VIH	
 

 Le traitement prolongé ne permet pas l’éradication du virus et favorise l’incidence de 

comorbidités non-liées au SIDA (SNAE, serious non-AIDS events). Les SNAEs sont 

d’ailleurs devenus la source principale de morbidité et de mortalité sous l’ère des thérapies 

antirétrovirales et nuisent à la qualité de vie des personnes vivant avec le VIH 120. De plus, 

chaque nouvelle infection augmente le nombre de personnes nécessitant un traitement à vie. 

C’est pourquoi il y a un besoin urgent de développer de nouvelles stratégies curatives 

destinées à empêcher la transmission et propagation. Malheureusement tous les vaccins 

développés à ce jour ont échoué ou montré une efficacité très limitée. Le VIH reste 

probablement le plus grand défi de la vaccinologie moderne et ceci pour plusieurs raisons.  

 

 La variabilité du virus est un premier défi majeur. Le caractère mutagène de VIH est 

souvent mis en avant mais il est parfois difficile de concevoir l’étendue de sa diversité. Le 

virus à ARN Influenza est connu lui aussi pour être très variable et peut servir de 

comparaison. L’arbre phylogénétique de l’hémagglutinine (HA) d’Influenza sur l’ensemble 

de l’année 1996 montre une diversité inférieure à celle de l’enveloppe de VIH séquencé à 

Amsterdam entre 1990 et 1991. Par ailleurs, la diversité des séquences d’Influenza globale de 

n’importe quelle année est équivalente à la diversité de VIH observée chez un seul individu à 

un moment donné 121. De plus, la séquence de la protéine Env peut différer de 20% entre des 

virus du même sous-groupe et de 35% entre des virus de sous-groupes différents 14. L’énorme 

variabilité de VIH lui permet ainsi d’échapper aux réponses cytotoxiques des LT CD8 mais 

également aux anticorps neutralisants. Ainsi, la diversité à laquelle un potentiel vaccin contre 

VIH doit faire face est plus importante que dans le contexte de l’infection à Influenza, une 

infection qui nécessite déjà des modifications périodiques du vaccin pour contrer l’apparition 
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de nouveaux variants. De plus, pour la plupart des pathogènes contre lesquels un vaccin 

efficace a été développé (variole, rougeole, poliovirus) il existe un modèle de protection 

naturelle : l’éradication du pathogène par le système immunitaire confère une protection 

durable contre une éventuelle réinfection. Cette observation est le fondement de l’un des 

piliers de la vaccinologie : le meilleur moyen de développer un vaccin efficace est de créer un 

vaccin qui imite l’infection naturelle. Ce principe n’est pas applicable à VIH où la réponse 

naturelle à l’infection est partiellement protective et ne permet pas l’éradication du virus 122. 

Ainsi dans le contexte de l’infection à VIH le but n’est pas de développer un vaccin qui imite 

l’infection naturelle, mais qui permet d’améliorer la réponse immunitaire quantitativement 

et/ou qualitativement. Ce concept est appelé induction de « l’immunité non naturelle » 123. 

Une autre difficulté réside dans le fait que la plupart des vaccins efficaces cherchent à 

empêcher le développement de la maladie, pas l’infection. Cette nuance est importante car 

une simple infection à VIH est synonyme de l’établissement d’un réservoir latent que l’on ne 

parvient pas à éradiquer, indépendamment de la progression clinique de la maladie. Un 

objectif plus atteignable serait d’instaurer un contrôle partiel se traduisant par une virémie 

réduite, un point d’équilibre viral plus bas et une progression plus lente de la maladie. Puisque 

la charge virale est un déterminant important de la transmission du virus, il est concevable 

qu’un tel vaccin puisse avoir un effet protecteur à l’échelle d’une population. Cet objectif plus 

modeste est appelé guérison fonctionnelle, ou functional cure.  

	

2.3. 			La	guérison	fonctionnelle	
 

En 2007 un individu infecté par VIH vivant à Berlin développe un leucémie aiguë 

myéloïde et subit une transplantation allogénique de cellules souches hématopoïétiques d’un 

donneur homozygote pour une mutation sur le gène de CCR5 (CCR5-Δ32) 124. Cette mutation 

sur le gène du co-récepteur principal de VIH rend les cellules hautement résistantes à 

l’infection. La procédure fonctionne et le patient de Berlin maintiendra une charge virale 

indétectable jusqu’à son décès le 29 septembre 2020, 13 ans après la transplantation. Une 

approche similaire a été utilisée dans le cadre des « patients de Boston », deux individus ayant 

développé des lymphomes réfractaires et traités par transplantation de cellules souches 

hématopoïétiques avec la mutation CCR5-Δ32 125. La charge virale chez ces individus a 

graduellement diminué pendant le traitement jusqu’à des niveaux indétectables. Après 

interruption du traitement la charge virale est restée indétectable pendant plusieurs semaines, 
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suggérant une guérison totale de l’infection, jusqu’à un rebond 12 et 32 semaines après 

l’interruption de traitement. Ces échecs suggèrent que l’éradication du réservoir est une 

nécessité absolue pour parvenir à une guérison totale de l’infection. Un réservoir même très 

faible, comme celui présent chez les patients de Boston, aboutira à un rebond de la charge 

virale après un certain temps (Figure 8). 

 

Il est important de noter que le rebond chez les patients de Boston est arrivé avec un délai 

conséquent par comparaison avec un rebond viral typique. Cela suggère qu’il existe une 

corrélation entre la taille du réservoir et le temps avant le rebond viral. Les observations faites 

chez le « Mississippi child » vont dans ce sens. L’enfant a été mis sous ART quelques heures 

après sa naissance, limitant l’établissement du réservoir, et a maintenu une charge virale 

indétectable pendant quasiment 2 ans sans traitement 126. Conjointement ces résultats 

suggèrent une alternative à la guérison totale ou immunité stérilisante. Plutôt que de chercher 

Figure 8 – Cas connus de rémission prolongée de l’infection à VIH-1. Cette figure représente les cas connus 

de rémission prolongée de l’infection. Le rebond viral intervient moins de 2 mois après interruption de traitement 

pour la majorité des individus infectés par VIH-1 (courbe bleu). Le rebond de la charge virale des patients de 

Boston est intervenu 3 et 8 mois après l’interruption de traitement (courbes vertes). Le « Mississippi child », traité 

par cART 30 heures après sa naissance à maintenu une charge virale indétectable pendant plus de 2 ans après 

interruption thérapeutiques (courbe jaune). Les individus « post treatment controllers » de la cohorte VISCONTI ont 

été traité à partir des phases Fiebig III de l’infection et maintiennent une charge virale indétectable depuis des 

années (courbe violette). Le patient de Berlin (Timothy Brown) a maintenu une charge virale indétectable pendant 

13 ans jusqu’à son décès (non lié au VIH) après une transplantation allogénique de cellules souches 

hématopoïétique CCR5-Δ32 (courbe rouge). Deeks et al 2016. 
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l’éradication totale du réservoir, il serait possible de diminuer sa taille de manière à ce que la 

réactivation des provirus latents deviennent un événement rare 127. Cela permettrait aux 

personnes vivant avec le VIH d’arrêter le traitement pendant des périodes prolongées pour 

limiter à la fois les effets secondaires mais aussi l’apparition de mutation de résistance au 

traitement. L’initiation précoce du traitement est l’une des stratégies permettant de limiter 

l’établissement du réservoir. Les individus ayant commencé le traitement dans les six 

premiers mois de l’infection présentent un réservoir de taille réduite par rapport à ceux ayant 

commencé pendant l’infection chronique 128–130. L’initiation précoce de ART est également 

associée à une déplétion moins marquée des CD4, une meilleure reconstitution des ressources 

immunitaires et un risque réduit de développer un syndrome inflammatoire de reconstitution 

immune (IRIS) 131.  

 

2.3.1. La	stratégie	du	«	shock	and	kill	»	
 

La stratégie « shock and kill » a été initialement développée pour tenter d’éradiquer le 

réservoir latent. La stratégie repose sur deux étapes clés. Pendant la phase shock des agents de 

réversion de la latence (LRA) interrompent la latence des provirus intégrés et induisent la 

production de protéines virales et de virions par les cellules du réservoir (Figure 9). Les 

cellules du réservoir réactivées sont alors éliminées directement par les effets cytopathiques 

du virus ou par des mécanismes cytotoxiques sous la dépendance des LT CD8 et des NK, 

c’est la phase kill 132. A ce jour la stratégie shock and kill a montré des résultats décevants, ne 

Figure 9 - Principe général de la stratégie "shock and kill". La première phase fait intervenir des agents de 

réversion de la latence (LRA) qui permettent de « réveiller » les provirus latents et induire la production de 

particules virales, c'est la phase "shock". Les cellules réactivées du réservoir sont alors lysées par les LT CD8 et 

les NK de l’hôte c’est la phase « kill ». Cellule verte : LT CD4 non-infectés, cellule rouge : LT CD4 infectés de 

manière latente, cellule bleue : LT CD8. 
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parvenant pas à réduire de manière significative la taille du réservoir. Cet échec provient à la 

fois de l’incapacité des LRA de réactiver complètement le réservoir, mais également de 

l’incapacité de la réponse immunitaire de l’hôte d’éradiquer les cellules réactivées du 

réservoir. 

 

 Il existe plusieurs classes de LRA qui se distinguent en fonction de leur mode d’action. 

Parmi les classes les plus importantes on trouve les inhibiteurs de l’histone déacétylase 

(HDAC), les inhibiteurs de l’histone méthyltransférase (HMT), les inhibiteurs des 

méthyltransférases de l’ADN (DNMTs), les inhibiteurs de bromodomaines, les agonistes de la 

protéine kinase C (PKC) et les inhibiteurs de la voie PI3K/AKT 133. Seul un nombre limité de 

ces molécules a été testé dans des essais cliniques. C’est notamment le cas du vorinostat, 

panobinostat et du romidepsin, tous trois inhibiteurs de l’HDAC 134–137. Ces essais cliniques 

ont mis en évidence une augmentation de la réplication virale sans pour autant réduire la taille 

du réservoir. Plus récemment il a été montré que des dérivés d’esters d’ingénol (ingénol B et 

mébutate d’ingénol) sont capables de réactiver VIH-1 in vivo et ex vivo mais également de 

réactiver SIV in vivo dans un modèle de macaques 138–141. Ces observations montrent qu’il est 

possible de réactiver le réservoir en utilisant des LRA, cependant certaines limitations 

persistent. Le réservoir est composé d’un ensemble de cellules hétérogènes du point de vue du 

type cellulaire, du phénotype et du profil de différenciation. De plus il existe plusieurs 

mécanismes à l’origine de la latence. Il est donc concevable qu’un LRA donné ne puisse pas 

réactiver l’ensemble du réservoir au vu de son hétérogénéité. L’utilisation simultanée de 

plusieurs LRA avec des mécanismes distincts ne résout pas le problème car les LRA restent 

trop peu spécifiques, sont associés à une toxicité élevée et peuvent inhiber les fonctions des 

LT CD8, compromettant ainsi la phase kill 142.  

 

 La phase kill n’est pas non plus exempte de tout reproche dans l’échec des stratégies 

shock and kill. Plusieurs études ont montré que les cellules du réservoir réactivées par les 

LRA ne sont pas lysées par les fonctions cytotoxiques des LT CD8. Comme mentionné dans 

le paragraphe précédent certains LRA ont des effets immunomodulateurs vis-à-vis des LT 

CD8. C’est par exemple le cas de la combinaison romidepsin/bryostatin qui est très efficace 

pour réactiver le réservoir in vitro mais qui induit une expression accrue et soutenue de 

récepteurs d’inhibition par les LT CD8 (PD-1 et CD160 notamment) 143. Cette combinaison 

est suffisante pour complètement abolir les capacités suppressives de LT CD8 provenant de 

quatre Elite Controllers (EC) in vitro. Sans même considérer le rôle potentiellement inhibiteur 
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des LRA, les LT CD8 chez les individus infectés par VIH sont connus pour être sous-

optimaux. Ils sont caractérisés par des capacités prolifératives réduites, de moins bonnes 

fonctions effectrices et un profil de différenciation associé à l’épuisement 144–146. Shan et al 

ont notamment démontré dans un modèle in vitro que des LT CD4 infectés de manière latente 

survivent aux effets cytopathiques du virus après réactivation mais également à la présence de 

LT CD8 autologues 147. Dans cette étude une stimulation antigénique en amont du shock and 

kill a permis de restaurer les capacités cytolytiques des CTL, suggérant qu’il est possible 

d’améliorer les fonctions effectrices des LT CD8. Le manque de spécificité des LRA associé à 

l’incapacité du système immunitaire d’éradiquer les cellules réactivées du réservoir 

expliquent en partie les nombreux échecs de la stratégie shock and kill. Ainsi les phases shock 

et kill nécessitent toutes les deux une optimisation avant de permettre une réduction 

significative de la taille du réservoir VIH.  

 

2.3.2. La	stratégie	du	«	block	and	lock	»	
 

Le succès limité du shock and kill a poussé les chercheurs à trouver des alternatives ne 

nécessitant pas la réactivation du réservoir latent. La stratégie block and lock est née de cette 

volonté. L’objectif de cette stratégie n’est pas de réactiver le provirus latent mais au contraire 

de maintenir de manière durable la latence. Cette stratégie permettrait d’empêcher la 

réactivation et la transcription des gènes viraux dans les cellules du réservoir 148,149. Il existe 

plusieurs stratégies de block and lock agissant sur des déterminants distincts de la 

transcription des gènes viraux. La stratégie la plus prometteuse utilise un inhibiteur du facteur 

viral Tat appelé didehydro-cortistatin (dCA) 150. Tat est un facteur viral impliqué dans le 

recrutement du complexe P-TEFb et de l’ARN polymérase II permettant d’initier la 

transcription des gènes viraux au niveau du promoteur LTR. Tat est une cible intéressante car 

c’est la première protéine virale produite pendant l’infection et il n’existe pas d’homologue 

cellulaire. L’inhibition de Tat par dCA empêche la transcription des gènes viraux même après 

stimulation par différents LRA 150,151. En plus des inhibiteurs de Tat d’autres composés sont 

actuellement testés pour leur capacité à empêcher la transcription des gènes viraux : les 

LEDGINs, les inhibiteurs de FACT, les inhibiteurs de HSP90 (Heat Shock Protein 90), les 

inhibiteurs de Jak-STAT, les inhibiteurs de kinase, les inhibiteurs de mTOR et enfin les 

modulateurs de BRD4. Un critère important pour juger de l’efficacité des stratégies block and 

lock est la durée entre l’interruption de traitement et le rebond viral. A ce jour la plupart de 
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ces composés ont été testés dans des modèles de souris humanisées. Le traitement par le cDA 

a ainsi permis de repousser le rebond viral à 19 jours contre seulement 10 pour les souris 

contrôles, et les inhibiteurs de HSP90 ont réussi à repousser le rebond de 11 semaines dans un 

modèle similaire 152,153. Bien que prometteur, aucun de ces composés n’a permis une 

rémission à long terme, que ce soit dans des lignées cellulaires ou dans un modèle animal. 

 

2.4. 			Le	contrôle	efficace	de	l’infection	
 

2.4.1. Les	individus	asymptomatiques	à	long	terme	
 

 En l’absence de traitement la majorité des individus infectés par VIH progresse vers la 

maladie. Pourtant dès les années 1990, des individus qualifiés d’asymptomatiques à long 

terme ou Long Term Non Progressors (LNTP) sont identifiés. Les LNTPs représentent entre 5 

à 15 % des individus infectés par VIH et sont caractérisés par le maintien d’un taux de CD4 

élevé pendant plusieurs années en l’absence de symptômes cliniques 154–157. Très vite il 

devient clair que les individus LNTPs forment en réalité un groupe hétérogène avec une 

réplication virale détectable à des niveaux très variables. Par ailleurs, une proportion 

importante de ces  individus finira éventuellement par progresser vers la maladie 158. Le 

développement de techniques basées sur la PCR permettra une détection plus fine de la charge 

virale et l’identification de deux sous-groupes des LNTPs sur la base de la virémie.  

 

 Les individus Viremic Controllers (VC) sont capables en l’absence de traitement de 

contrôler partiellement la charge virale (entre 200 et 2000 copies d’ARN viral/mL) et de 

maintenir un taux de CD4 élevé, typiquement au-dessus de 500 cellules/mm3 159,160. Les Elite 

ou HIV Controllers (EC) montrent un contrôle supérieur de la virémie en étant capable de 

maintenir la charge virale sous la limite de détection (50 copies/mL) en l’absence de 

traitement. Les VC et EC sont donc définis sur un critère strictement virologique à la 

différence des LNTPs. Les EC représentent entre 0,2 et 1 % de la population séropositive 

selon les estimations, montrent des taux de CD4 plus importants et plus stables que les VC et 

progressent moins vite vers la maladie 161–164. Initialement il a été suggéré que les EC soient 

en réalité infectés par des variants mutés et atténués du VIH.  Plusieurs travaux ont depuis 

démenti cette hypothèse. Blankson et al ont isolé des virus d’individus EC avec la même 

capacité de réplication que les virus d’individus progresseurs et les capacités réplicatives des 
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virus d’EC ont été confirmées ex vivo dans un modèle de souris humanisée 165,166. Il existe 

également des cas connus de transmission de patients progresseurs vers des individus qui 

deviendront EC après l’infection 167,168. De plus, l’analyse des séquences provirales d’EC 

montre un certain degré d’évolution suggérant une réplication active 169. L’étude de la primo-

infection chez ces individus a permis de montrer une virémie réduite pendant les premières 

semaines de l’infection par rapport à ce que l’on observe chez les progresseurs. Morley et al 

ont notamment pu suivre le déroulement de la primo-infection à partir du stade Fiebig I chez 

un individu qui deviendra EC. Le pic de virémie initiale est rapidement suivi d’une 

diminution impressionnante de la charge virale jusqu’à 0,84 copies/mL, à peu près au même 

moment où les progresseurs établissent le point d’équilibre viral. La charge virale est ensuite 

restée indétectable pendant 2 ans en l’absence de traitement 170. Il est important de préciser 

qu’une charge virale indétectable chez les EC ne signifie pas que la réplication virale est 

inexistante. Certaines observations indiquent que la réplication est maintenue à un niveau très 

bas. L’utilisation d’une technique ultrasensible de quantification a évalué la charge virale 

plasmatique médiane d’individus EC à 2 copies/mL 171. A titre de comparaison, la même 

méthode estime la charge virale de patients progresseurs sous traitement à 13 copies/mL 172.  

 

 Bien que capable de contrôler efficacement l’infection, l’équilibre immunovirologique 

des EC n’est pas immuable. Une étude rétrospective de 15 ans a montré que les EC présentant 

des blips (sursauts temporaires de la charge virale) présentent une cinétique d’évolution du 

taux de LT CD4 avec une pente négative 173. A l’inverse le taux de LT CD4 reste stable chez 

les patients n’ayant jamais eu de charge virale détectable. Une autre étude longitudinale sur 31 

EC montre des résultats similaires. Dans cette étude une charge virale supérieure à 1 

copie/mL est associée à une diminution progressive du taux de LT CD4. A l’inverse, les 

individus avec une virémie indétectable maintiennent un taux de LT CD4 stable. Il existe 

également plusieurs cas documentés d’EC ayant subitement progressé vers la maladie 174. Ces 

résultats mettent en avant l’effet délétère de la réplication virale, même lorsque celle-ci 

intervient à des niveaux résiduels chez les EC.  

 

2.4.2. Les	contrôleurs	post-traitement		
 

 Dans la plupart des domaines médicaux il existe des individus démontrant une réponse 

extrême aux traitements. Cette notion existe notamment en cancérologie où la capacité de 
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répondre à un traitement inefficace pour la majorité des individus définit les « répondeurs 

exceptionnels » 175. Les contrôleurs post-traitement (PTC, Post Treatment Controllers) sont 

un cas particulier de contrôle de l’infection à VIH faisant écho aux répondeurs exceptionnels. 

Plusieurs travaux ont décrit le cas d’individus ayant commencé le traitement tôt, typiquement 

dans les 2-3 premiers mois de l’infection et ayant maintenu le traitement pendant des années 

(3-4 ans) qui, après interruption du traitement, montrent une certaine forme de contrôle de la 

charge virale 176–178.  Les PTC diffèrent des EC sur un certain nombre de points. Les PTC 

présentent une charge virale importante pendant la primo-infection, ce qui n’est pas le cas des 

EC. Les membres de la cohorte Viro-Immunological Sustained Control after Treatment 

Interruption (VISCONTI) ont  une charge virale médiane de 5 log10 copies/mL pendant la 

primo-infection contre 2-3 log10 copies/mL pour les EC 159,176,179. Par ailleurs, les EC sont 

enrichis en HLA-I dit protecteur comme B*57 ou B*27 tandis que ces allèles sont moins 

fréquents chez les PTC. A l’inverse la cohorte VISCONTI montre un enrichissement de HLA-

B*35, un allèle associé à la progression de la maladie. Les PTC semblent également plus 

prévalents que les EC dans la population séropositive. La cohorte VISCONTI conjointement 

avec plusieurs autres travaux suggère une prévalence de 5 à 15%, bien supérieure aux EC (0,2 

- 1%). Il est toutefois difficile d’estimer la prévalence exacte des PTC. Seule une minorité des 

individus infectés par le virus est identifiée et traitée tôt dans l’infection, ce qui semble être un 

facteur essentiel pour l’établissement du contrôle post-traitement. Enfin, les PTC se 

distinguent également des EC par une réponse LT CD8 moins efficace et un niveau 

d’activation des LT CD8 plus bas. Cette observation est intéressante car le contrôle de 

l’infection chez les EC est partiellement médié par les LT CD8. Cela suggère l’existence de 

mécanismes distincts chez les PTC leur permettant de contrôler la charge virale. 

Conjointement avec les EC, ces individus représentent un exemple idéal de contrôle durable 

de l’infection et l’étude des mécanismes responsables est cruciale pour le développement de 

stratégies de guérison fonctionnelle.  

 

2.5. Corrélats	de	contrôle	de	l’infection	à	VIH	
 

2.5.1. Les	facteurs	génétiques	
 

 L’identification d’individus capables de contrôler l’infection de manière efficace a 

permis d’identifier des facteurs génétiques associés à des évolutions cliniques distinctes. Très 



48	
 

tôt il est mis en évidence que certains HLA-I sont associés à une progression plus rapide de la 

maladie tandis que d’autres sont associés à un meilleur contrôle et une progression plus lente 
180–183. On trouve parmi les HLA-I protecteurs : HLA-B*1302, HLA-B*1402, HLA-B*27, 

HLA-B*4201, HLA-B*57, HLA-B*5801 et HLA-B*8101 et parmi les HLA-I associés à la 

progression : HLA-B*08, HLA-B*35 et HLA-B*45 184. Les HLA-I associés à la protection 

sont sur- représentés chez les EC, environ la moitié d’entre eux expriment HLA-B*57, HLA-

B*5801 ou HLA-B*27 185. Ces observations suggèrent que la présentation antigénique au LT 

CD8 via le CMH-I est importante pour permettre un contrôle efficace de l’infection. D’une 

manière surprenante les PTC de la cohorte VISCONTI montrent un enrichissement d’un 

HLA- associé à la progression (B*35). De plus, les PTC ont des réponses LT CD8 moins 

fonctionnelles que celles observées chez les EC. Cela suggère l’existence d’un mécanisme 

distinct permettant de contrôler l’infection chez les PTC.  

 

 Le rôle du HLA de classe II dans le contrôle de l’infection a été démontré. 

L’expression des HLA-DRB1*13 et DQB1*06 ont été associés à une progression plus lente 

vers le stade SIDA 186. Dans cette étude les auteurs montrent qu’après stimulation par la 

protéine virale p24, les PBMC de ces patients présentent une prolifération supérieure et une 

production accrue d’IFNγ par rapport aux individus avec d’autres haplotypes. Chen et al ont 

associé HLA-DR13 à une survie plus longue chez des enfants infectés verticalement 187. Il a 

également été montré que l’expression de HLA-DRB1*1502 corrèle avec une faible charge 

virale tandis que HLA-DRB1*0302 est associé à une virémie importante 188.  

 

 CCR5 est le co-récepteur principal utilisé par VIH pour l’entrée dans les cellules cibles. 

Certains individus présentent une délétion de 32 paires de bases (Δ32) à l’origine d’un codon 

stop prématuré. La protéine produite est tronquée et n’est pas exportée à la surface des 

cellules 189. L’homozygotie pour la mutation CCR5-Δ32 permet une protection quasi 

complète contre l’infection, à condition que l’inoculat initial ne contienne que des virus avec 

un tropisme pour CCR5. Les individus hétérozygotes pour cette mutation n’ont pas le même 

niveau de protection vis-à-vis de l’infection mais présentent une évolution plus lente de la 

maladie 190. Il existe d’autres mutations capables de moduler la progression de la maladie. Des 

mutations sur RANTES (cytokine antiviral et ligand de CCR5) ou SDF1 (codant pour le 

ligand de CXCR4) accélèrent la progression de la maladie tandis qu’une mutation sur CCR2 

(un récepteur de chemokine dont le gène est situé à seulement 10kb du gène de CCR5) induit 

une progression plus lente de la maladie 191–193.  
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 Il arrive que certains individus avec un HLA protecteur progressent tout de même vers 

la maladie tandis que d’autres avec un HLA associé à la progression restent asymptomatiques. 

Ces observations suggèrent qu’il existe des mécanismes additionnels permettant d’expliquer 

le contrôle ou la progression chez les individus infectés par VIH.  

 

2.5.2. 			Les	facteurs	de	restriction	
 

 Au cours de leur évolution les mammifères ont développé des facteurs cellulaires 

capables d’interférer avec la réplication des rétrovirus. Ces composés sont appelés « facteurs 

de restriction » et forment la première ligne de défense face à une infection virale 194. Parmi 

les facteurs de restriction importants on distingue la famille APOBEC3 (en particulier 

APOBEC3G), tetherin ou encore TRIMα. Plusieurs études ont montré le rôle des facteurs de 

restriction dans le contrôle naturel de l’infection. Les LT CD4 de patients EC expriment une 

quantité accrue de plusieurs facteurs de transcription (APOBEC3C, APOBEC3D, CTR9, 

TRIM26 et TRIM32) 195. Les macrophages dérivés de monocytes et les LT CD4 d’individus 

EC ont une susceptibilité à l’infection réduite grâce à une expression accrue de facteur de 

restriction 196. Enfin, les ECs produisent des quantités plus importantes des cytokines CCL4, 

CCL21, CCL27, XCL1 et SDF-1 par rapport aux patients non-contrôleurs (avec une charge 

virale importante) ou aux patients traités. La combinaison de ces 5 chemokines in vitro induit 

l’expression des facteurs de restriction IFITM1 et IFITM2, connus pour interférer avec le 

cycle de réplication de VIH 197. 

  

2.5.3. La	réponse	innée	
 

 Les DCs jouent un rôle important dans l’induction des réponses cellulaires T. Les 

travaux de Hamimi et al suggèrent que les DCs dérivant de monocytes (MDDCs) des 

individus EC sont résistants à l’infection et ont une capacité supérieure à capturer les 

particules virales via les récepteurs syndecan-3, DC-SIGN et MMR 198. Les auteurs imaginent 

que la faible susceptibilité à l’infection permet aux MDDCs de préserver leurs fonctions et 

donc de faciliter la présentation croisée aux LT CD8 spécifiques du virus. La restriction de 

l’infection dans les MDDCs semble être sous la dépendance de SAMHD1, un facteur de 

restriction capable de réduire la concentration de nucléotide cytoplasmique (et donc d’inhiber 
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la synthèse d’ADN viral) et de dégrader directement l’ARN viral 199,200. Pourtant d’une 

manière surprenante, les DCs de patients progresseurs montrent une susceptibilité encore plus 

réduite que les EC. Cette observation semble contre-intuitive à première vue. Pour tenter 

d’expliquer ce paradoxe, certains groupes ont émis l’hypothèse que la restriction de la 

réplication au sein des DCs n’est pas forcément un avantage pour l’hôte. Une réplication 

limitée au sein des DCs peut permettre au virus de limiter l’induction de réponse LT CD8 et 

CD4 en compromettant la présentation antigénique. Ce point de vue peut expliquer l’existence 

de réponses LT CD8 robustes chez les individus infectés par VIH-2 dont la protéine 

accessoire Vpx est capable d’antagoniser SAMHD1 201. D’une manière intéressante Su et al 

ont récemment démontré que des DCs en coculture avec des lymphocytes autologues perdent 

l’expression de SAMHD1 et deviennent permissives à l’infection. Ces DCs infectées in vitro 

ont acquis un profil de différenciation mature et produisent des quantités supérieures d’IFN de 

type I 202. Des études supplémentaires seront nécessaires pour clarifier le rôle des DCs dans la 

pathogenèse de l’infection à VIH-1 et VIH-2 203.  

 

 Les cellules Natural Killer (NK) sont des lymphocytes cytotoxiques appartenant au 

système immunitaire inné dont le rôle dans plusieurs infections virales a déjà été établi 204–206. 

Les NK sont classiquement divisés en 3 sous-populations qui se distinguent sur la base de 

l’expression de CD56 et CD16. On distingue la sous-population produisant des cytokines 

CD56++ CD16-, la sous-population cytotoxique CD56+ CD16+ et enfin une sous-population 

mineure CD56- CD16+ avec une faible activité antivirale 51. Les individus progresseurs 

montrent une accumulation de NK CD56- CD16+ (parfois défini comme épuisé dans la 

littérature) ainsi qu’une expression réduite de Perforine et de Granzyme (Gzm) 51,207. La 

virémie persistante chez ces individus est également associée à l’expression aberrante de 

récepteurs d’inhibition et de marqueurs d’activation 207. A l’inverse, les NK peuvent 

contribuer au phénotype des contrôleurs, à la fois en présence et en absence d’HLA protecteur 
208–210. Martin et al ont montré l’existence d’une interaction épistatique entre les gènes 

KIR3DS1 et HLA Bw4-80lle dans le contexte de l’infection à VIH. L’association des deux 

allèles corrèle avec une charge virale et une diminution du taux de CD4 plus faible ainsi 

qu’une progression plus lente vers la maladie 209. La pertinence de cette observation a été 

validée dans une expérience in vitro où les NK d’individus avec le génotype KIR3DS1/HLA 

Bw4-80lle montrent une production d’IFNγ, une cytotoxicité et une capacité supérieures à 

contrôler la réplication de VIH 210. Une cohorte caucasienne d’EC a d’ailleurs montré un 

enrichissement significatif de ces deux allèles 211,212. Très récemment Walker-Sperling et al 
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ont présenté le cas d’un individu ayant initialement contrôlé la charge virale sans traitement et 

qui, un an plus tard, a soudainement montré des signes de progression. Dans cette étude la 

progression est associée à une perte de la capacité des NK à inhiber la réplication virale 213. 

Par ailleurs, il a été montré que les NK des PTC de la cohorte VISCONTI produisent des 

quantités d’IFNγ élevées (par comparaison avec des EC, VC ou patients sains) et démontrent 

une capacité supérieure à contrôler l’infection de LT CD4 autologues in vitro 214. Ces données 

suggèrent que les NK peuvent jouer un rôle dans le contrôle de l’infection. Cette contribution 

n’est toutefois pas systématique au sein des EC et plusieurs études ont décrit les capacités 

suppressives des NK comme étant inférieures à celles des LT CD8 208. Le rôle des NK a 

également été mis en avant dans un modèle simien. Le contrôle efficace de l’infection à 

SIVagm par son hôte naturel le singe vert d’Afrique (AGM, African Green Monkey) dépend 

principalement des NK. La majorité des NK dans ce modèle de contrôle naturel sont CXCR5+ 

et ont la capacité de migrer et de persister dans les organes lymphoïdes secondaires. La 

déplétion des NK par un anticorps monoclonal anti-IL15 est associé à une augmentation de la 

réplication virale au sein des ganglions lymphatiques 215. Les ganglions lymphatiques sont 

d’ailleurs un site majeur de réplication virale, aussi bien pour SIV que VIH-1, suggérant un 

rôle important des NK dans le contrôle de l’infection à SIVagm.  

 

2.5.4. La	réponse	non	conventionnelle	
 

Les lymphocytes γδ (LT γδ) constituent 5 % des LT de l’organisme et peuvent être 

divisés en deux sous-populations majeures : les Vδ1 et Vδ2. L’infection à VIH est associée à 

une expansion des Vδ1 se traduisant par une inversion du ratio normal Vδ2 : Vδ1 216,217. A 

partir de cette observation certains groupes font un parallèle avec l’inversion du ratio CD4 : 

CD8 provoqué par la déplétion des LT CD4 et l’expansion des LT CD8, suggérant par la 

même occasion un rôle des Vδ1 dans la réponse dirigée contre le virus. Un modèle de primate 

montrera quelques années plus tard que l’expansion des Vδ1 est une conséquence indirecte de 

l’infection, provoquée par la translocation de produits bactériens à travers la barrière 

intestinale vers le sang périphérique 218. A l’inverse, les Vδ2 sont déplétés pendant l’infection, 

en particulier chez les individus avec une charge virale plus élevée 219. L’inversion du ratio 

Vδ2 : Vδ1 provoqué par l’expansion des Vδ1 et la déplétion des Vδ2 intervient très tôt dans 

l’infection, typiquement pendant que le compte CD4 et le ratio CD4 : CD8 se situent toujours 

dans les valeurs normales 220. La cause exacte de la déplétion des Vδ2 n’est pas claire. Li et 
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Pauza ont proposé que gp120 puisse interagir avec CCR5 et l’intégrine α4β7 à la surface des 

Vδ2, permettant l’activation des caspases via la voie de signalisation p38 et à terme 

l’apoptose 221. Une autre hypothèse suggère que l’activation immunitaire pendant la primo-

infection (due en partie à la translocation microbienne) active excessivement les Vδ2 et induit 

leur apoptose.  

 

 Le rôle exact des LT γδ est mal connu dans le contrôle naturel de l’infection. Plusieurs 

observations indépendantes ont toutefois montré que les LT γδ sont présents en fréquence 

plus importante chez les EC et montrent une production supérieure d’IL-17 222,223. L’étude 

montre également que la fréquence de LT γδ produisant de l’IL-17 corrèle négativement avec 

l’activation des LT CD8 et le niveau plasmatique de CD14 soluble (CD14s étant un marqueur 

non spécifique de l’activation des monocytes). Il a également été montré que des LT γδ Vδ1 

sont capables, via NKG2A et NKG2C, de reconnaître et d’éliminer spécifiquement des LT 

CD4 infectés au travers du HLA-E 224. En 2018 Garrido et al ont apporté des éléments laissant 

penser que les LT γδ peuvent être pertinents dans le contexte de la latence virale. Dans cette 

étude les Vδ2 d’individus sous ART ont été expandus ex vivo avec une combinaison de 

pamidronate et d’IL-2 avant d’être co-cultivés avec des LT CD4 autologues infectés ou non. 

Les Vδ2 ont montré une capacité d’inhibition de la réplication virale similaire aux LT CD8, et 

ont dégranulé seulement en présence de LT CD4 infectés. Ces mêmes cellules ont montré leur 

capacité à éliminer les cellules du réservoir réactivées par vorinostat dans un modèle rappelant 

le principe du shock and kill 225. Enfin, dans un modèle de primates, la présence de Vδ2 

endocervicaux avec un profil inflammatoire ont été négativement corrélés à la charge virale 
226. Bien que limitées pour le moment, ces observations suggèrent un rôle potentiel des LT γδ 

dans le contrôle de l’infection à VIH/SIV. 

 

 Une série d’articles publiés par le groupe de Louis Picker ont récemment changé notre 

perception de la réponse LT CD8 dans le contexte du contrôle efficace de l’infection à SIV. 

Certaines observations cliniques suggèrent que le VIH ou le SIV peuvent être vulnérables 

pendant les premières heures/jours de l’infection, avant que la réplication virale et 

l’établissement du réservoir ne puisse soutenir l’infection 176,227. Pour tenter d’intercepter le 

virus pendant cette période de vulnérabilité, le groupe de Picker a développé un vaccin avec 

des vecteurs de CMV rhésus (RhCMV) exprimant des antigènes du SIV (RhCMV68-1). Une 

étude antérieure avait déjà montré la capacité du CMV d’induire des réponses LT CD8 

persistante et de magnitude importante sur les potentiels sites d’entrée du SIV et du VIH 228. 
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D’une manière impressionnante la vaccination de rhésus macaques (RM) a permis d’éradiquer 

une souche hautement pathogénique du SIV chez 50 % des animaux après infection 229–231. 

L’analyse de la réponse LT CD8 spécifique du SIV chez ces singes met en lumière un fait 

surprenant : les deux tiers sont restreints par le CMH-II et le tiers restant par le HLA-E. De 

plus, la protection chez ces animaux contre un challenge avec SIVmac239 est indépendante de la 

présence de LT CD8 classiques restreinte par le CMH-I. Le vecteur RhCMV qui a permis de 

générer la réponse LT CD8 non conventionnelle est la souche RhCMV68-1 contenant des 

délétions sur les gènes Rh157.5 et Rh157.4 (les orthologues des protéines UL128 et UL130 

du CMV humain [HCMV]) 232. D’une manière intéressante la vaccination avec un vecteur 

RhCMV contenant ces deux gènes (RhCMV68-1.2) génère une réponse LT CD8 classique 

restreinte par le CMH-I et abolit la protection des animaux contre SIVmac293. Ainsi, 

l’éradication et la protection chez ces animaux sont partiellement sous la dépendance de 

réponses LT CD8 dites « non conventionnelles ».  

 

2.5.5. La	réponse	humorale	
 

 Le rôle de la réponse humorale a longtemps été négligé dans le contrôle de l’infection à 

VIH en grande partie parce que les EC ont un titre d’anticorps neutralisants (NAb) inférieur 

aux progresseurs 233–235. De plus, si on divise les EC sur la base de la charge virale, les 

individus avec une charge virale très faible (< 1 copie/mL) montrent un titre NAb réduit avec 

un spectre de reconnaissance moins large 171. Chez les individus avec une charge virale 

détectable, le spectre de reconnaissance des NAb est directement corrélé avec la charge virale, 

la durée d’exposition au virus et la diversité virale 235–237. En d’autres termes, que ce soit pour 

les EC ou les progresseurs, la charge virale et la disponibilité en antigènes déterminent la 

magnitude et la capacité de neutralisation de la réponse humorale. Il est important de préciser 

que les EC sont hétérogènes au regard de la réponse humorale : certains ne montrent pas ou 

peu de neutralisation tandis que d’autres ont une capacité de neutralisation très large 235,238. 

On parle alors d’anticorps neutralisants à large spectre (bNAb, Broadly Neutralizing 

Antibodies). Beaucoup d’efforts ont été fournis ces dernières années pour isoler et caractériser 

des bNAb agissant à basse concentration sur la majorité des souches virales. En 2013, deux 

études publiées dans Nature sur des modèles simiens montrent un déclin rapide de la virémie 

jusqu’à des niveaux indétectables après injection d’une nouvelle génération de bNAb. Dans 

un cas la combinaison de plusieurs anticorps a permis aux macaques infectés par SHIV 
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d’empêcher le rebond de la charge virale jusqu’à 5 semaines après interruption du traitement 
239,240. L’un des bNAb utilisé dans ces études a été cloné à partir d’un lymphocyte B mémoire 

spécifique du VIH d’un EC, suggérant que ces individus ont la capacité de produire des bNAb 

très efficaces 238. La pertinence in vivo de ces bNAb est sujet à débat. En effet, le virus se 

propage entre 100 et 1000 fois mieux par contact direct entre une cellule infectée et non-

infectée plutôt que par des particules virales libres 241. Les travaux d’Abela et al ont montré 

que les bNAb parviennent à empêcher l’infection par les particules virales libres, mais ne 

bloquent pas la transmission directe de cellule à cellule 242. A l’inverse, Mahalanabis et al ont 

mis en évidence chez des EC la sélection de variants résistant à la neutralisation, suggérant un 

rôle de la réponse humorale dans le contrôle durable de l’infection 243.  Enfin, le groupe de 

Galit Alter a mis en avant la réponse polyfonctionnelle des EC, capable d’induire l’ADCC 

(Antibody Dependent Cell Mediated Cytotoxicity), de favoriser la phagocytose par les 

monocytes et les neutrophiles et d’activer le complément 244. Dans cette étude la réponse 

anticorps des EC est dominée par IgG3 et IgG1, contrastant avec la réponse spécifique du 

virus des individus non contrôleurs dominée par IgG2 et IgG4. 

 

2.5.6. La	réponse	cellulaire	
 

 Les LT CD4 ne sont pas simplement une cible pour le VIH, mais également un acteur 

efficace de l’immunité antivirale. Les LT CD4 des EC sont préservés en nombres et montrent 

des fonctions effectrices supérieures à leur équivalent chez les progresseurs et les patients 

traités. La réponse LT CD4 est notablement plus polyfonctionnelle chez les EC. Après 

stimulation par des peptides viraux les LT CD4 d’EC peuvent produire jusqu’à 7 

cytokines/chemokines (IL-2, IFNγ, TNFα, GM-CSF, IP-10, MCP-3 et MIP-1β) en quantité 

plus importante que les progresseurs 245. Cette capacité n’est pas restreinte au sang 

périphérique puisque des résultats similaires ont été observés dans la muqueuse intestinale 246. 

La muqueuse intestinale des EC est caractérisée par une fréquence plus importante de LT 

CD4 polyfonctionnels (capables de produire IL-2, IFNγ, TNFα et MIP-1β) mais également 

par des réponses LT CD4 spécifiques de Gag de magnitude importante. Cette 

polyfonctionnalité des LT CD4 dans la muqueuse corrèle avec l’expression des HLA 

DRB1*13 et DQB1*06, déjà précédemment associée à la non-progression 186,187,247,248. D’une 

manière intéressante, la polyfonctionnalité des LT CD4 corrèle avec la magnitude de la 

réponse LT CD8 dans la muqueuse intestinale. À la vue de l’importance du GALT dans la 
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pathogenèse de l’infection à VIH, ces observations suggèrent un rôle important des LT CD4 

dans le contrôle de l’infection. Parmi les cytokines produites par les LT CD4, IL-21 semble 

être particulièrement importante. Sa production est principalement sous la dépendance des T 

follicular helper (TFH) et permet la régulation et la maintenance des réponses LT CD8, LB et 

NK 249. La progression vers la maladie est associée à une diminution d’IL-21 circulant et les 

EC maintiennent la capacité d’en produire aussi bien pendant la primo-infection que pendant 

la phase chronique 250,251. Chevalier et al ont montré que la production d’IL-21 par les LT 

CD4 contribue au contrôle durable de l’infection en modulant la réponse LT CD8 spécifique 

du VIH. Spécifiquement, IL-21 augmente l’expression de perforine et le potentiel cytolytique 

des LT CD8 252.  

 

Par ailleurs, les LT CD4 des EC montrent une résistance à l’apoptose induite par 

activation grâce à la régulation négative d’un facteur de transcription, FOXO3a, impliqué 

dans l’expression de gènes pro-apoptotiques 253. La résistance à l’apoptose peut être à 

l’avantage du virus dans certaines circonstances, notablement pour l’établissement du 

réservoir latent. Pourtant le réservoir des EC est distinct de celui des progresseurs à deux 

niveaux. D’abord par la taille, leur réservoir est plus petit. Ensuite par la composition, le 

réservoir des EC est composé principalement de TTD et de TTM disposant d’une durée de vie 

courte 176,254. Cette observation est en décalage avec ce que l’on observe chez les 

progresseurs, qui au contraire, montrent une distribution biaisée vers les TCM et TSCM avec une 

durée de vie et un potentiel d’autorenouvellement important 255. Très récemment Claireaux et 

al ont proposé que les LT CD4 des EC sont relativement protégés de l’infection grâce à une 

expression réduite de CCR5, le co-récepteur d’entrée de VIH 256. Cette résistance à l’infection 

pourrait expliquer, conjointement avec l’efficacité de la réponse LT CD8, la taille réduite du 

réservoir chez les EC. Les auteurs suggèrent que l’interaction d’un TCR de haute avidité pour 

son antigène induit l’expression de β-chemokines qui en retour régule négativement 

l’expression de CCR5 256. 

 

En effet, l’une des caractéristiques des EC est l’existence d’une population LT CD4 

spécifique du virus avec des TCR de haute avidité. Une étude a montré chez des EC 

l’existence de TCR capables de répondre à des concentrations minimes du peptide 

immunodominant de la capside virale Gag293. Les LT CD4 spécifiques de Gag293 ont un 

répertoire Vβ diversifié, suggérant que la réponse est soutenue par plusieurs clones de forte 

avidité 257. L’avidité est également associée à des propriétés fonctionnelles supérieures, 
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notamment la polyfonctionnalité et les capacités prolifératives. D’une manière intéressante, le 

transfert de TCR de haute avidité dans des lignées cellulaires ou des cellules CD4 primaires 

confère une sensibilité pour l’antigène et une polyfonctionnalité supérieure 258. 

 

Pour conclure, la résistance à l’apoptose, la résistance à l’infection et la présence de 

TCR de haute avidité permettant une prolifération plus importante pourraient expliquer la 

capacité des EC à maintenir une réponse LT CD4 spécifique du virus. En effet, le VIH infecte 

préférentiellement les LT CD4 qui le ciblent 259. Par leur simple spécificité, les LT CD4 

spécifiques du virus sont amenés à proximité immédiate des foyers de réplication virale et 

constituent une cible de choix pour le virus. C’est une observation importante car la réponse 

CD4 spécifique de Gag corrèle négativement avec la charge virale 260. Il est probable que la 

destruction préférentielle des LT CD4 spécifiques du virus chez les progresseurs compromet à 

la fois la capacité des LT CD4 de contrôler l’infection, mais également celle des autres 

compartiments immunitaires qui dépendent de l’aide des LT CD4, en particulier les LT CD8.  
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Partie	3	:	Les	lymphocytes	T	CD8	
 

3.1. La	thymopoièse	
 

 Les lymphocytes T (LT) et B (LB) ont un progéniteur lymphoïde commun (CLP) issu 

de la moelle osseuse. Alors que les précurseurs des cellules B ont la capacité de maturer sur 

place, les précurseurs des cellules T quittent la moelle osseuse et migrent vers le thymus. 

Cette dépendance vis-à-vis du thymus pour la maturation est la raison pour laquelle ces 

cellules sont appelées « thymus-dependent (T) cells » ou plus simplement « T cells » 261. 

Lorsque les thymocytes accèdent au thymus pour la première fois via la jonction cortico-

médullaire (CMJ), ils n’expriment aucun des marqueurs spécifiques d’une cellule T mature et 

les gènes du TCR sont toujours dans leur configuration basale 262. Ces cellules n’expriment 

pas non plus les co-récepteurs CD8 et CD4, ils sont donc appelés thymocytes double négatifs 

(DN) 263. Les thymocytes ont besoin pour leur développement de signaux fournis par les 

cellules stromales du thymus, incluant les cellules épithéliales thymiques (TECs) et les 

fibroblastes mésenchymateux. Ces cellules coordonnent et régulent la survie, prolifération et 

différenciation des thymocytes principalement au travers de la production des cytokines IL-7, 

SCF (Stem Cell Factor) et DDL4 264,265. Les cellules stromales du thymus résident dans des 

compartiments thymiques différents, ce qui signifie que pour mener leur développement à 

terme, les thymocytes ont besoin de migrer à travers le thymus pour percevoir les différents 

signaux (Figure 10) 263.  

 

 Il est possible de suivre le développement des thymocytes au travers de l’expression 

coordonnée des marqueurs de surface CD44 (molécule d’adhésion) et CD25 (chaîne alpha du 

récepteur de l’interleukine 2). Les thymocytes vont dans un premier temps migrer depuis le 

cortex du thymus vers la zone sous-capsulaire tout en progressant à travers les stades de 

développement DN1 (CD44+ CD25-), DN2 (CD44+ CD25+) puis DN3 (CD44- CD25+) 266. En 

parallèle les thymocytes prolifèrent massivement pendant la différenciation du stade DN1 vers 

DN3, ce processus est connu sous le nom de « prolifération pré-β » 267,268. Lorsque les 

thymocytes parviennent à la région sous-capsulaire, la prolifération pré-β cesse. C’est à cette 

étape qu’intervient le réarrangement des gènes de la chaîne β du TCR dans un processus 

appelé β-selection. Lors de la β-selection les cellules capables de produire un réarrangement 
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productif perdent l’expression de CD25 tandis que celles qui échouent meurent par apoptose 
261. La nouvelle chaîne β produite est exprimée à la surface de la cellule et s’associe avec une 

chaîne α temporaire : pré-T cell α (pTα). L’association forme un pré-complexe TCR qui une 

fois couplé avec la molécule CD3 permet d’obtenir les composants principaux de la 

signalisation TCR et oriente définitivement le développement des thymocytes vers la lignée 

α/β 261,263. A l’inverse les thymocytes ayant réarrangé leurs gènes TCRD et TCRG s’engagent 

définitivement vers la lignée γ/δ. La stimulation du complexe pré-TCR/CD3 permet un 

second épisode de prolifération (appelé prolifération pré-α) 269 et l’expression des co-

Figure 10 – Représentation schématique de la sélection thymique. Adapté de Förster et al et de Anderson 

et al. Après entrée dans le thymus via la jonction cortico-médullaire, les thymocytes doubles négatifs (DN) 

migrent à travers le thymus pour recevoir les signaux essentiels à leurs prolifération et différenciation. Les DN 

passent par les stades DN1 à DN3 en proliférant et en migrant vers la zone sous-capsulaire. Une fois sur site 

ils subissent le réarrangement des gènes de la chaîne β du TCR. Les thymocytes parvenant à produire à un 

réarrangement productif subissent un deuxième épisode de prolifération en migrant à nouveau vers le cortex. 

Une fois dans le cortex les thymocytes au stade DN4 subissent la sélection négative permettant de générer 

des thymocytes simples positifs (SP) CD8+ ou CD4+. Ces thymocytes SP migrent vers la médulla et subissent 

la sélection positive. Les cellules qui y parviennent des cellules naïves matures qui migrent alors vers la 

périphérie.  
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récepteurs CD4 et CD8 à la surface des thymocytes. Ce sont maintenant des thymocytes 

double-positifs (DP). Lorsque la prolifération pré-α cesse, les thymocytes DP commencent à 

réarranger les gènes de la chaîne α du TCR. D’une manière intéressante la structure du locus 

des gènes α autorise plusieurs tentatives de réarrangement. En conséquence la plupart des 

thymocytes DP parviennent à réarranger les gènes de la chaîne α et expriment à leur surface 

un TCR α/β 261. 

 

 Chaque TCR αβ formé dans chaque thymocyte est issu d’un processus aléatoire. Cela 

permet de créer un répertoire TCR avec une diversité unique, capable de reconnaître 

n’importe quel antigène. Le prix à payer pour cette approche est la création de TCR avec une 

spécificité inutile, incapables de reconnaître les CMH de classe I ou II, ou des TCR avec une 

spécificité trop grande pour le soi, pouvant être à l’origine de maladies auto-immunes une fois 

dans la périphérie. Pour pallier à ces problématiques, les thymocytes DP subissent des 

sélections dites « positives » puis «négatives » 270. Lorsque le réarrangement de la chaîne α est 

terminé, les thymocytes subissent la sélection positive 263. A ce stade la plupart des 

thymocytes DP expriment des niveaux très faibles du TCR 261. Les TECs présentent des 

antigènes au travers du CMH et les thymocytes DP qui ne parviennent pas à reconnaître le 

complexe CMH-antigène meurent par apoptose. Les cellules qui y parviennent reçoivent des 

signaux de survie et expriment une quantité accrue de TCR à leur surface 261. Ces cellules se 

différentient ensuite en thymocytes simple-positifs (SP) CD4+ ou CD8+ en fonction de leur 

affinité pour le CMH de classe I ou II 271. Les thymocytes sélectionnés expriment à leur 

surface CCR7 qui leur permet de migrer dans la médulla ou les ligands de CCR7 (CCL19 et 

CCL21) sont produits par les TECs 270,272. Dans la médulla les thymocytes SP subissent la 

sélection négative en interagissant avec des cellules présentatrices d’antigènes (CPA) (DCs ou 

macrophages) présentant des antigènes du soi. Les thymocytes interagissant trop fortement 

sont éliminés par apoptose, permettant ainsi d’éliminer les cellules autoréactives 273. Une 

énorme majorité des thymocytes échoue à la double sélection et meurent par apoptose dans le 

thymus. Les cellules qui y parviennent sont des LT CD8 et CD4 naïfs matures, dont le TCR 

est capable de reconnaître des antigènes étrangers à l’organisme présentés par les CMH de 

classe I et II respectivement. Ces cellules quittent alors le thymus vers la périphérie à la 

recherche de leur antigène respectif.  
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3.2. Le	récepteur	des	cellules	T	
 

Le TCR est un récepteur de surface exprimé à la surface de tous les lymphocytes T. Le 

TCR des LT CD8 est composé d’un couple de chaînes polypeptidiques α/β capable de 

reconnaître et de se fixer spécifiquement à un antigène présenté par le CMH de classe I 

(CMH-I) à la surface d’une cellule présentatrice d’antigène (CPA) ou d’une cellule infectée. 

Chaque TCR distinct est porteur d’une spécificité unique. Ainsi la population CD8 peut être 

divisée en sous-populations appelées « clonotype » en fonction de la spécificité du TCR. La 

somme de ces différents TCR (ou clonotypes) constitue le répertoire TCR. La spécificité du 

TCR est confinée à des régions du récepteur appelées CDR pour complementary determining 

region. Les régions CDR correspondent aux parties du TCR qui interagissent avec le 

complexe peptide/CMH-I (pCMH-I). Le TCR α/β utilise 6 régions CDR ultra variables dont 3 

situées sur la chaîne α et 3 sur la chaîne β. Chaque chaîne possède ainsi trois régions CDR 

appelées CDR1, CDR2 et CDR3 274. Bien qu’en théorie les 3 régions CDRs interagissent avec 

le pCMH-I, la région CDR3 est particulièrement importante. Il s’agit du CDR avec la plus 

Figure 11 - Structure du TCR α/β. Adapté de De Simone et al. (A) Réorganisation des gènes des chaînes α et β 

pendant la recombinaison VDJ.  Pour la chaîne β, la recombinaison est d’abord faite entre les genes D et J, puis 

entre le gène V et la portion DJ créée. Pour la chaîne α, la recombinaison n’est fate qu’une fois entre les gènes V et 

J.  (B) Transcrits de réarrangement productif d’une chaîne α et β. (C) Organisation structurelle du TCR.  
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grosse variabilité et c’est cette région des chaînes α et β qui est classiquement séquencée pour 

définir la clonalité d’une cellule T (Figure 11 B&C)275. Puisque l’organisme ne peut pas 

prévoir la nature des antigènes dérivés de pathogènes qui lui seront présentés, il est important 

qu’il dispose d’un répertoire diversifié capable de reconnaître une multitude d’antigènes 

distincts. Cette diversité est possible grâce à un processus de recombinaison somatique appelé 

recombinaison VDJ.   

 

3.2.1.			La	recombinaison	VDJ	
 

 La recombinaison VDJ est le processus par lequel des segments géniques appelés V 

(Variable), D (Domaine), J (Jonction) et C (Constant) sont assemblés pour former un exon 

unique codant pour la région du TCR reconnaissant l’antigène 276. Chaque recombinaison a le 

potentiel d’utiliser des gènes différents parmi de nombreux gènes V, D, J et C possibles. Des 

recombinaisons faisant intervenir des gènes différents génèrent des TCR avec une spécificité 

distincte. Il existe 68 domaines V, 2 domaines D, 14 domaines J et 2 domaines C pour la 

chaîne β et 61 domaines V, 61 domaines J et 1 domaine C pour la chaîne α (la chaîne α ne 

contient pas de domaine D) (Figure 11A). 

 

 Tous les gènes V, D, J ou C sont bordés par une séquence appelée RSS pour 

Recombination Signal Sequence. La séquence RSS contient un motif heptamérique adjacent à 

la partie codante du gène et un motif nonamérique situé à l’autre extrémité. Ces deux motifs 

sont séparés par une région d’une taille de 12 ou 23 paires de bases. En fonction de la taille de 

cette portion d’ADN intercalante, le RSS est appelé RSS-12 ou RSS-23.  La première étape de 

la recombinaison est la reconnaissance par les enzymes RAG1 et RAG2 de deux séquences 

RSS de deux gènes du TCR distincts (Figure 12, étape 1). La recombinaison n’intervient 

qu’entre deux gènes avec des séquences RSS de taille différente, c’est la règle 12/23. Les 

protéines HMG permettent la formation d’une synapse en rapprochant les deux séquences 

RSS l’une de l’autre (Figure 12, étape 2).  Les recombinases RAG1 et RAG2 catalysent alors 

des coupures de l’ADN double brin entre les régions heptamériques du RSS et les parties 

codantes des 2 gènes impliqués (Figure 12, étape 3). Les extrémités qui correspondent aux 

parties codantes des gènes du TCR sont jointes de manière covalente (Figure 12, étape 4). Ce 

processus est souvent associé à des délétions ou additions aléatoires de nucléotides au niveau 

de la jonction entre les deux gènes. L’enzyme terminal deoxynucleotidyl tranferase (Tdt) 
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ajoute en moyenne 2 à 3 nucléotides sur les extrémités 3’ générées et au moins 70% des 

recombinaisons VDJ contiennent une addition de nucléotides à la séquence 277. En parallèle, 

la coupure de l’ADN par les enzymes RAG génère également un segment d’ADN comprenant 

la portion d’ADN situé entre les deux gènes réarrangés. Cette portion est délimitée à ses deux 

extrémités par les séquences RSS. La liaison covalente des séquences RSS génère un épisome 

circulaire appelé TREC (T-cell Receptor Excision Circle) (Figure 12, étape 4). Les TRECs 

sont des produits secondaires stables de la recombinaison VDJ qui ne sont pas dupliqués 

pendant la mitose. Ils sont donc progressivement « dilués » au fur et à mesure des cycles 

cellulaires. La présence de TRECs permet de détecter les cellules naïves ayant récemment 

quitté le thymus et permet ainsi d’évaluer la production thymique 278. Pour la chaîne β ce 

processus est répété deux fois. Une première fois pour lier un gène D avec un gène J et une 

seconde fois pour joindre un gène V à la portion DJ créée précédemment. La chaîne α ne 

contient pas de domaine D, la recombinaison est donc faite une seule fois entre les gènes V et 

J (Figure 11A).  

 

 

 

Figure 12 - Étapes clés de la 
recombinaison VDJ. Étape 1 – Fixation de 

RAG1/2 sur les séquences RSS de deux 

gènes du TCR à réarranger. Étape 2 – 

Formation d’une synapse rapprochant les 

deux séquences RSS l’une de l’autre. Étape 

3 – RAG1/2 coupe l’ADN entre la séquence 

heptamérique du RSS et la partie codante du 

gène du TCR. Étape 4 – Les extrémités libres 

des gènes du TCR sont jointes de manières 

covalentes et un TREC est formé.  
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3.2.2.			La	diversité	du	TCR	
 

 La diversité générée par la recombinaison VDJ a plusieurs origines. D’abord une 

diversité combinatoire, chaque recombinaison a le potentiel d’utiliser des gènes différents 

parmi de nombreux gènes V, D, J et C possibles, et donc de générer des TCR avec des 

spécificités distinctes. Ensuite, une diversité jonctionnelle : le réarrangement de deux gènes 

est accompagné d’addition ou de délétion aléatoire de nucléotides au niveau de la jonction. La 

diversité jonctionnelle est un facteur important pour assurer la diversité globale du répertoire. 

Les travaux de Cabaniols et al et de Gilfilan et al ont montré que des souris avec une mutation 

dans le gène de la Tdt (enzyme responsable de l’addition de nucléotides pendant la 

recombinaison) présentaient un répertoire TCR réduit 277,279. Enfin, une diversité 

d’appariement : il existe plusieurs possibilités d’appariement des chaînes α et β à la surface de 

la cellule. Il a été montré que des lymphocytes partageant la même chaîne β pouvaient 

exprimer des chaînes α différentes. Cela suggère qu’une chaîne β est capable de s’apparier à 

plusieurs chaînes α distinctes, générant ainsi des cellules avec des spécificités uniques.  

 

 En prenant ces principes en compte, la diversité théorique générée par la recombinaison 

VDJ est énorme : 1.1015 TCR α/β différents peuvent être formés. Cette valeur correspond au 

répertoire TCR avant sélection dans le thymus et ne correspond pas à la nature du répertoire T 

dans la périphérie. Lorsque la sélection thymique est prise en compte, la valeur haute de la 

diversité du répertoire est de 1.1013 280.  Par comparaison on estime à 1.1012 le nombre moyen 

de cellules T chez l’Homme 281 ! Bien entendu il est impossible que la diversité du répertoire 

excède le nombre de lymphocytes chez un individu donné. Cette estimation est en réalité une 

valeur indicative du répertoire potentiel d’un individu. Ce décalage entre la diversité 

potentielle et la limite imposée par le nombre de cellules T dans le corps indique que le 

répertoire potentiel est bien plus grand que le répertoire exprimé chez un individu à un 

moment donné. C’est la raison pour laquelle deux individus génétiquement identiques 

peuvent présenter des répertoires très différents l’un de l’autre. Lin et Welsh ont ainsi établi 

que des souris génétiquement identiques, soumises à la même infection virale (LCMV en 

l’occurrence), montrent des réponses spécifiques du virus avec des TCR remarquablement 

distincts 282. Une estimation plus prudente de la diversité T donne le chiffre de 108 TCR 

distincts dans le compartiment naïf circulant 281.  
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En plus de compter sur un répertoire TCR extrêmement divers, chaque TCR est 

capable de reconnaître jusqu’à 1.106 couples p/CMH-I différents. Cette capacité est appelée 

réactivité croisée (ou cross-reactivity) 283. A titre d’exemple, le TCR 1E6 a été récemment 

isolé chez un individu avec un diabète de type 1. En plus de reconnaître le résidu 15-24 de la 

molécule de pré-pro-insuline, ce TCR est également capable de reconnaître plus de 1,3 

million de 10-mer 284,285. D’une manière intéressante les peptides reconnus ne montrent pas 

forcément une forte homologie de séquence. Le TCR 1E6 a montré une avidité fonctionnelle 

100 fois supérieure pour le peptide RQFGPDFPTI alors que ce dernier diffère du peptide 

wild-type de la pré-pro-insuline (ALWGPDPAAA) sur 7 des 10 acides aminés. Ainsi la 

spécificité du TCR ne correspond pas à un modèle « un clonotype, une spécificité » mais, au 

contraire, à « un clonotype, un éventail de spécificités ». La réactivité croisée couplée avec un 

répertoire TCR très divers permet à la réponse T de reconnaître spécifiquement la quasi-

totalité des couples pCMH-I possibles.  

 

3.2.3.			Le	complexe	TCR	
 

 Une cellule LT CD8 exprime en moyenne entre 30 000 et 100 000 molécules de TCR à 

sa surface 286,287. Sur la membrane plasmique le TCR est associé de manière non covalente 

avec la molécule CD3 composée de 5 chaînes polypeptidiques γ, δ, ε, η et ζ. L’ensemble 

forme le complexe TCR (Figure 13). Toutes les sous-unités de la molécule CD3 présentent 

des motifs de transduction de signaux, appelés ITAM (Immune Receptor Tyrosine-based 

Activation Motif), et permettent la propagation du signal d’activation. Il existe un motif ITAM 

sur les sous-unités γ, δ et ε et trois sur ζ. Cet aspect de la biologie des LT CD8 est développé 

dans la partie « La signalisation du TCR post-activation ».  
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3.2.4.			Affinité,	avidité	et	avidité	fonctionnelle	
 

L’affinité, l’avidité et l’avidité fonctionnelle sont les paramètres qui gouvernent la 

reconnaissance du complexe pCMH-I par le TCR. L’affinité est définie comme la force de 

l’interaction entre un seul TCR et un seul ligand pCMH-I. Elle est décrite par les constantes 

de dissociation (Koff) et d’association (Kon), toutes deux représentées par la constante de 

dissociation d’équilibre (KD) (Figure 14 – 1). Si l’affinité définit l’interaction entre un TCR et 

un ligand pCMH-I, l’avidité prend en compte l’engagement de plusieurs TCR et pCMH-I 

ainsi que d’autres molécules (notamment le co-récepteur CD8) (Figure 14 – 2). Enfin, 

l’avidité fonctionnelle représente l’activité et les fonctions effectrices du LT CD8 à 

différentes concentrations du peptide spécifique. L’avidité fonctionnelle est classiquement 

décrite sous forme de concentration efficace 50 (EC50), représentant la dose à laquelle on 

observe l’activation maximale de la moitié de la population T CD8 (Figure 14 – 3). In vitro 

l’avidité fonctionnelle varie entre 1 et 100 uM 288. Les LT CD8 avec une haute avidité 

fonctionnelle sont capables de répondre à de faibles doses de peptide tandis que les cellules 

avec une faible avidité fonctionnelle nécessitent une quantité d’antigène supérieure pour 

afficher les mêmes fonctions effectrices. Cette mesure in vitro est un bon outil pour évaluer 

l’efficacité in vivo de la réponse T CD8 289. L’avidité fonctionnelle est un critère important 

notamment dans le contexte de certaines infections virales et du cancer. Les épitopes de 

Figure 13 - Structure du complexe TCR en interaction avec un complexe peptide/CMH-I. Le TCR (bleu 

foncé) reconnaît un antigène présenté par le CMH de classe I (rouge). L’interaction entre les deux molécules est 

stabilisée par la molécule CD8 (violet). Le complexe CD3 formé des 5 chaînes γ, δ, ε, η et ζ permet la 

transduction du signal d’activation au travers des ITAMs (orange) présent sur toutes les chaînes.  
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cellules cancéreuses sont souvent exprimés en faible quantité et le facteur Nef de VIH-1 

limite l’expression du CMH-I à la surface. Une avidité fonctionnelle importante est donc 

nécessaire pour reconnaître et lyser spécifiquement les cellules infectées/tumorales exprimant 

relativement peu d’antigènes.  

 

 
3.3.		Activation	des	LT	CD8	

 

 La recombinaison VDJ puis la maturation thymique permet de générer des LT CD8 

naïfs avec un TCR capable de reconnaître des antigènes du non-soi. Après la sortie du thymus 

les LT CD8 naïfs circulent dans la périphérie à la recherche de leur antigène spécifique. 

Compte tenu de la rareté de précurseurs naïfs spécifiques d’un antigène donné, il est peu 

probable qu’une rencontre fortuite intervienne. Pour pallier à ce problème, l’antigène est 

enrichi dans les organes lymphoïdes secondaires grâce aux CPAs qui le capturent, 

l’internalisent et le présentent à leurs surfaces au travers du CMH-I. Les LT CD8 naïfs ont la 

capacité de migrer sur le site de présentation antigénique grâce au récepteur de chemokine 

Figure 14 - Paramètres 
descriptifs du TCR. Illustration 

de l’affinité (1), Avidité (2) et 

Avidité Fonctionnelle (3). Adapté 

de Campillo-Davo et al.   
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CCR7 272. Une fois sur place les LT CD8 naïfs avec le TCR adéquat reconnaissent le 

complexe peptide CMH-I ce qui permet leur activation, prolifération et acquisition de 

fonctions effectrices.  

 

3.3.1. Formation	de	la	synapse	immunologique		
 

 La synapse immunologique (SI) est l’interface entre la cellule CD8 et la CPA (souvent 

une DC). Le rôle de la SI est de faciliter la signalisation du TCR en concentrant sur une même 

zone le TCR, les complexes pCMH, ainsi que les molécules de signalisation permettant la 

propagation et l’amplification du signal d’activation 290. La SI se forme quelques minutes 

après l’interaction entre la CPA et la cellule CD8 291. Les cellules T circulantes sont 

circulaires, non polarisées, avec une distribution homogène des récepteurs membranaires à 

leurs surfaces. Pour faciliter la création de la SI, la cellule CD8 doit co-localiser les acteurs 

moléculaires impliqués dans la formation de la synapse. Ce processus est appelé polarisation. 

La polarisation est provoquée par l’attachement de chemokines à leur récepteur spécifique à la 

surface de la cellule CD8 292. La cellule CD8 rencontre un gradient croissant de chemokines 

lors de son arrivée sur le site de présentation antigénique et commence donc la polarisation 

avant même de rencontrer la CPA. Cela permet de faciliter l’adhésion, l’engagement du TCR 

et la formation de la SI. L’engagement du TCR avec le complexe pCMH-I permet une 

réorganisation du cytosquelette autour de la SI 293. L’architecture de la SI est alors modifiée 

pour faciliter l’interaction entre la cellule CD8 et la CPA. La SI mature est formée d’anneaux 

concentriques appelés clusters d’activation supramoléculaire centrale (c-SMAC), clusters 

d’activation supramoléculaire périphérique (p-SMAC) et clusters d’activation 

supramoléculaire distale (d-SMAC). La zone centrale c-SMAC est enrichie en complexe 

TCR/pCMH-I stabilisé par le co-récepteur CD8, la zone périphérique p-SMAC contient des 

molécules d’adhésion (LFA-1 notamment) et la zone distale contient les molécules à fort 

encombrement stérique qui pourraient gêner l’interaction CD8-APC (CD45 et CD43 par 

exemple) (Figure 15) 290,294.  
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3.3.2. Les	signaux	1,	2	et	3	
 

Signal 1 – Stimulation antigénique par le TCR.  

 

 La force du signal 1 dépend de 3 facteurs : la charge antigénique, le nombre de TCR 

engagé dans la SI et l’affinité du TCR pour le complexe pCMH-I. En modulant l’expression 

d’un épitope de vaccinia à la surface de cellules infectées, Wherry et al ont montré que la 

prolifération des LT CD8 est directement proportionnelle à la quantité d’antigène présentée 
295. De plus, la présence d’un TCR de forte affinité et/ou d’une quantité importante d’antigène 

peut accélérer l’initiation de la prolifération. Une fois initié, le cycle cellulaire progresse à la 

même vitesse indépendamment de l’affinité du TCR pour l’antigène 296. En revanche, 

l’affinité du TCR module l’amplitude de la prolifération et la survie des LT CD8. Si les LT 

CD8 avec un TCR de faible affinité sont capables de s’activer et de former des réponses 

effectrices et mémoires fonctionnelles, les cellules avec un TCR de haute affinité (ayant reçu 

un signal fort) prolifèrent de manière intense et subissent la contraction plus tard 297. De plus, 

Figure 15 - Synapse immunologique (SI). Représentation d'un SI vue de côté (A) et du dessus (B) Huppa & 

Davis. Les composants essentiels de la synapse immunologique sont indiqués. Les molécules 

stimulatrices/molécules du CMH sont indiquées en rouge, les molécules d’activation et de costimulation sont 

indiquées en bleu, les molécules inhibitrices sont indiquées en jaune et les molécules non impliquées sont 

indiquées en gris.  
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Hommel et Hodgkin ont démontré que les cellules avec un TCR de faible affinité sont plus 

sensibles à l’apoptose entre chaque cycle cellulaire. Les auteurs ont ainsi noté qu’une 

augmentation de 20 % de l’apoptose induit une diminution d’un facteur 9 du nombre de 

cellules après 10 cycles de division cellulaire 296. Cela suggère que les LT CD8 avec un TCR 

de haute affinité reçoivent des signaux de survie plus importants. La prolifération supérieure 

et la résistance à la mort cellulaire sont deux mécanismes par lesquels la réponse immune 

limite la compétition inter-clonale et sélectionne les clones de haute affinité pour l’antigène.  

 

Signal 2 – Stimulation par les récepteurs costimulateurs exprimés à la surface de la cellule T.  

 

 Les récepteurs costimulateurs n’induisent pas l’activation de la cellule T par eux-

mêmes. Ils fonctionnent comme le « rhéostat » de la réponse T en fournissant des signaux 

activateurs ou inhibiteurs après interaction avec leurs ligands respectifs. L’absence de signaux 

costimulateurs après stimulation du TCR peut induire l’anergie ou l’apoptose des LT CD8. 

Les récepteurs costimulateurs sont classiquement séparés en deux groupes : les molécules 

homologues à CD28 et les membres de la superfamille des récepteurs TNF (TNFR) 298. Parmi 

les molécules homologues à CD28, le récepteur costimulateur CD28 est le plus étudié. 

L’interaction de CD28 avec ses ligands (CD80 et CD86) à la surface des CPAs permet de 

diminuer le seuil d’activation de la cellule T et de fournir des signaux de survie 299. De 

manière similaire, inducible costimulator (ICOS) fournit des signaux permettant l’activation 

et la différenciation de la cellule T après interaction avec son ligand ICOS-L 300. En plus de 

récepteurs costimulateurs (CD28 et ICOS), les molécules homologues à CD28 comprennent 

également des récepteurs co-inhibiteurs. Il en existe trois : PD-1, CTLA-4 et BTLA. Ces 

molécules sont impliquées dans la tolérance et permettent d’atténuer la réponse immunitaire 

en fournissant des signaux inhibiteurs. CTLA-4 interagit notamment avec les ligands de CD28 

pour antagoniser l’action de ce dernier 301. Les membres majeurs de la superfamille des TNFR 

incluent OX40, CD27, 4-1BB, CD30, GITR et HVEM avec leurs ligands respectifs OX40L, 

CD70, 4-1BBL, CD30L, GITRL et Light 298.  

 

Signal 3 – Stimulation par des cytokines pro-inflammatoires.  

 

 La signalisation TCR (signal 1) et les récepteurs costimulateurs (signal 2) sont suffisants 

pour initier la prolifération d’une cellule CD8 naïve. En revanche, en l’absence de signaux 

cytokiniques spécifiques, la cellule CD8 échoue à développer des fonctions effectrices 
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optimales, montre une capacité de survie réduite et ne parvient pas à former une population 

mémoire fonctionnelle 302. Puisque ce signal est requis en complément de la signalisation 

TCR et des récepteurs costimulateurs, il a été appelé signal 3. Des études récentes ont montré 

que l’IL-12 et l’IFN de type I (α/β) sont les deux sources principales pour le signal 3 dans 

plusieurs contextes distincts (cancer, infection virale, etc.) 302–304. Ces cytokines permettent un 

remodelage chromatinien à l’origine de la transcription de gènes impliqués dans la 

différenciation, l’acquisition de fonctions effectrices et la formation d’une réponse mémoire. 

D’une manière intéressante il a été montré que la nature des cytokines impliquées diffère 

entre les CD8 et les CD4. Curtsinger et al ont démontré que les CD8 naïves nécessitent de 

l’IL-12 pour la prolifération tandis que les CD4 naïves ont besoin d’IL-1 304.  

 

3.3.3. La	signalisation	du	TCR	post-activation	
 

L’activation de la cellule T dépend d’une cascade signalétique intervenant en aval des 

signaux 1 et 2 (Figure 16). Lors de la formation de la SI, le co-récepteur CD8 co-localise avec 

le TCR pour stabiliser l’interaction pCMH-I/TCR. Ceci permet à la tyrosine kinase Lck, fixée 

au domaine intracellulaire de la molécule CD8, d’être recrutée au niveau du complexe TCR. 

Le rôle de Lck est de phosphoryler des motifs appelés ITAMs (Immunoreceptor tyrosine-

based activation motif) 305. Il s’agit de séquences conservées de 4 acides aminés répétés dans 

les queues cytoplasmiques de protéines transmembranaires.  On trouve des ITAMs dans le 

complexe TCR sur les domaines cytoplasmiques de CD3 et de la chaîne ζ. La phosphorylation 

des ITAMs par Lck permet l’attachement d’une autre protéine kinase appelée ZAP70. Une 

fois ZAP70 recruté au niveau des ITAMs la protéine est également phosphorylée par Lck ce 

qui permet son activation. La forme activée de ZAP70 phosphoryle alors la protéine 

transmembranaire LAT (transmembrane adaptor Linker for Activation of T cells) et permet le 

recrutement de molécules adaptatrices (GRAP2, GRB2, SLP76, ADAP et NCK1) et de 

molécules de signalisation (PLCγ1, ITK et VAV1) 306,307. L’ensemble forme un complexe 

multimoléculaire appelé signalosome LAT. Les molécules impliquées dans le signalosome 

LAT ont de multiples cibles cytoplasmiques permettant la propagation et l’amplification du 

signal d’activation. Par exemple, VAV1 induit une réorganisation du cytosquelette en activant 

RAC et CDC42 tandis que PLCγ1catalyse la production d’un second message impliqué dans 

la libération de calcium intracellulaire et l’activation des MAPK (mitogen-activated protein 

kinases), de la PKC (protein kinase C) et de la calcineurine 306. RAC, CDC42, PKC, MAPK et 
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la calcineurine permettent la propagation du signal par des mécanismes distincts. A terme, ils 

vont chacun induire l’activation et/ou la translocation de facteurs de transcription vers le 

noyau permettant d’initier ainsi un programme de transcription soutenant la prolifération, 

l’acquisition de fonctions effectrices et la différenciation. 

 

 

 

 

 

 

Figure 16 - Principales voies de signalisation impliquées dans l’activation post-TCR. Gaud et al. La 

signalisation TCR est initialement déclenchée par l’attachement du TCR à un complexe peptide CMH-I. La 

colocalisation de la molécule CD8 vers la synapse immunologique permet de rapprocher la protéine Lck des 

ITAMs du complexe CD3 pour permettre leur phosphorylation. La phosphorylation des ITAMs permet alors le 

recrutement de la protéine ZAP70 qui sera à son tour phosphorylée par Lck. La forme activée de ZAP70 peut 

alors induire la phosphorylation du complexe LAT permettant la formation du signalosome LAT. Le signalosome 

LAT permet alors la transduction et l’amplification du signal d’activation au travers de multiples cibles 

cytoplasmique.  
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3.4. Prolifération	des	lymphocytes	T	CD8	
 

 Après avoir reçu les signaux d’activation les LT CD8 entament une prolifération et une 

expansion clonale intense. Les données de Badovinac et al suggèrent qu’une cellule CD8 

naïve peut se diviser jusqu’à 19 fois en une semaine, à raison de 4 à 6 heures par cycle. Cela 

représente une expansion d’un facteur 500 000 à partir d’une seule cellule. Pour soutenir cette 

prolifération, la cellule naïve subit des changements métaboliques drastiques permettant de 

fournir l’énergie et les substrats métaboliques nécessaires. L’activation est accompagnée 

d’une augmentation du métabolisme mitochondrial et d’une consommation plus importante 

d’oxygène 308. Mais la modification la plus importante concerne le métabolisme du glucose. 

Après activation la glycolyse devient la source énergétique principale 309. Le passage à un 

métabolisme glycolytique permet, d’une part de stimuler la voie des pentoses phosphates dont 

les produits intermédiaires (ribose-5-phosphate et NADPH) alimentent la synthèse d’acides 

nucléiques et de lipides, et d’autre part de fournir rapidement l’énergie nécessaire pour la 

prolifération. D’une manière intéressante ce comportement est similaire à « l’effet Warburg » 

observé dans des cellules cancéreuses 310. Il a été observé que le métabolisme du glucose peut 

être modulé par la signalisation du TCR après reconnaissance de l’antigène, par des cytokines 

(IL-7 notamment) et par le récepteur de costimulation principal CD28 311–313. En l’absence de 

ces signaux le taux de glycolyse diminue et les molécules pro-apoptotiques de la famille de 

Bcl-2 s’activent et induisent la mort cellulaire 314. Altérer le métabolisme du glucose des LT 

CD8 limite la capacité proliférative, la production d’IFNγ et induit l’activation de molécules 

pro-apoptotiques. Inversement, la surexpression du GLUT1 (transporteur du glucose) par les 

CD8 augmente la synthèse cytokinique et la prolifération après activation 309.  

 

 La division cellulaire est un paramètre important qui permet de réguler la formation des 

réponses effectrices et mémoires. Les divisions cellulaires successives permettent d’opérer 

des modifications de la chromatine afin de moduler l’expression de gènes associés à certaines 

propriétés des LT CD8. Par exemple, l’expression d’IFNγ par les LT CD8 est dépendante 

d’un nombre précis de divisions cellulaires. A terme, les LT CD8 acquièrent des fonctions 

effectrices et deviennent des LT CD8 effecteurs 315. Leurs propriétés migratoires sont 

également modifiées pour permettre leur sortie des organes lymphoïdes secondaires en 

direction de la périphérie et du site d’infection.  
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3.5. 			Fonctions	effectrices	
 

 Les fonctions effectrices des LT CD8 se présentent sous deux formes : la cytotoxicité 

(ou la capacité d’éliminer des cellules infectées/tumorales) et la production d’une variété de 

cytokines et de chemokines (Figure 17). La capacité de produire plusieurs molécules 

effectrices en simultané est appelée polyfonctionnalité. La polyfonctionnalité est hautement 

prédictive du niveau de protection apportée par la réponse CD8. Elle est classiquement 

mesurée en évaluant la production des cytokines IL-2, TNFα, IFNγ, des chemokines CCL3, 

CCL4, CCL5 et du marqueur de dégranulation CD107a 316,317. 

 

3.5.1. 			La	cytotoxicité	
 

 Le mécanisme principal de la cytotoxicité fait intervenir la libération de granules 

lytiques par exocytose après reconnaissance de l’antigène spécifique à la surface d’une cellule 

cible. Les granules contiennent les formes actives de molécules lytiques appelées Perforine et 

Granzyme (Gzm) capables d’induire l’apoptose. La perforine est une glycoprotéine capable 

de se polymériser et former des pores dans la membrane de cellule cible. Les pores ont un 

diamètre de 5 à 20 nm et peuvent contenir jusqu’à 20 molécules de perforine 318. La perforine 

peut induire l’apoptose par elle-même in vitro si elle est présente en grande concentration. La 

formation de pores facilite le flux d’ions et de polypeptides au travers de la membrane et 

altère l’homéostasie de la cellule cible. Cela active indirectement les mécanismes pro-

apoptotiques de la cellule cible et induit la mort cellulaire 319. Il est toutefois peu probable que 

ce mécanisme reflète son activité in vivo. En effet, l’activité lytique des LT CD8 dépend de la 

synergie entre la perforine et les molécules de Gzm. Il existe 5 molécules de Gzm chez 

l’Homme : GzmA, GzmB, GzmH, GzmK et GzmM 320. La présence de pores à la surface de 

la cellule cible permet au GzmB d’accéder au cytoplasme et d’y activer la caspase-3 pour 

induire l’apoptose 321. Le mécanisme d’action des autres formes de Gzm est moins compris 

que celui de GzmB. Il est toutefois admis qu’ils induisent l’apoptose par des mécanismes ne 

faisant pas intervenir les caspases. Le GzmA par exemple (deuxième forme de Gzm la plus 

abondante après GzmB) agit directement sur les mitochondries en clivant une protéine 

impliquée dans le complexe I de la chaîne respiratoire. Cela permet une production de dérivés 

réactifs de l’oxygène (ROS), une altération de la morphologie de la mitochondrie, et à terme 

l’induction de l’apoptose 322.  
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 La libération des granules lytiques au niveau de la synapse est dépendante du calcium. 

Pourtant, les LT CD8 maintiennent une activité cytotoxique après déplétion de calcium 323,324. 

De plus, certaines sous-populations de LT CD4 présentent une activité cytotoxique en 

l’absence de molécules de Gzm, perforines et de granules lytiques en général 325. Ces 

observations suggèrent l’existence d’un deuxième mécanisme, indépendant de la perforine, 

par lequel les LT CD8 peuvent induire l’apoptose d’une cellule cible 326. Ce mécanisme 

alternatif fait intervenir la voie FasR-FasL. Les LT CD8 expriment à leur surface FasL qui 

leur permet d’induire l’apoptose dans la cellule cible en interagissant avec le récepteur Fas 

(FasR) à la surface de ces dernières. L’interaction FasL/FasR permet le recrutement et 

l’activation de pro-caspase-8 via la protéine adaptatrice FADD. Le complexe formé est appelé 

DISC pour Death-Inducing Signalling Complex. La forme activée de caspase-8 peut induire 

l’apoptose par deux mécanismes. Elle peut directement cliver les caspases-3, 6 et 7 pour 

initier l’entrée en apoptose de la cellule cible. Elle peut également induire une 

perméabilisation de la membrane mitochondriale au travers de la protéine BID. Cela provoque 

une libération de cytochrome c dans le cytoplasme qui permet l’assemblement d’un complexe 

appelé apoptosome. Ce complexe induit l’activation de la caspase-9, puis des caspases-3 et 7 
327.  

 

 Ainsi il existe deux mécanismes principaux pour l’activité cytotoxique des LT CD8. 

L’un très rapide, faisant intervenir la perforine, et un second plus lent et indépendant de la 

perforine faisant intervenir la voie FasR/FasL. En effet, l’initiation de l’apoptose par la voie 

FasL/FasR intervient avec un décalage de 2 heures par rapport à la voie faisant intervenir la 

perforine. D’une manière intéressante les deux mécanismes utilisent la caspase-3 comme 

substrat commun pour initier l’apoptose de la cellule cible (dans le cas où la perforine est 

associée au GzmB). Les deux mécanismes ne sont pas mutuellement exclusifs et sont 

déployés en simultané pour assurer une activité cytotoxique optimale 328.  

 

3.5.2. 			Production	de	cytokines	et	chemokines	
 

 IL-2 est le facteur de croissance principal des cellules T. Bien qu’il soit principalement 

produit par les LT CD4, les LT CD8 sont également capables d’en produire. La production 

d’IL-2 permet l’expansion des LT CD8, l’acquisition de fonctions effectrices et 
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l’établissement d’une réponse mémoire 329. Dans le cadre de l’infection à VIH la production 

d’IL-2 est maintenue dans les cas de non progression vers le stade SIDA. Toutefois, IL-2 

induit l’activation et la prolifération des LT CD4 augmentant ainsi le nombre de cibles 

potentielles pour le virus.  

 

 Tumor necrosis factor-α (TNFα) est un facteur antiviral important produit par les LT 

CD8. TNFα est initialement exprimé à la surface des LT CD8 avant de subir un clivage 

enzymatique permettant de le libérer sous sa forme soluble. La forme soluble de TNFα se fixe 

spécifiquement sur le récepteur TNF-RI permettant d’initier une cascade de signalisation 

aboutissant à l’apoptose de la cellule cible. A l’inverse la forme membranaire de TNFα se fixe 

sur le récepteur TNF-II et permet l’activation de la voie NFKB. Enfin, TNFα peut augmenter 

l’expression du CMH-I et des cytokines IL-12 et IL-18, toutes deux nécessaires pour la 

production d’IFNγ par les LT CD8.  

 

 IFNγ est le seul membre des interférons de type II, une famille de cytokines 

découvertes grâce à leur capacité à interférer avec le cycle de réplication d’Influenza. IFNγ 

exerce son activité antivirale en favorisant l’expression et la stabilité des molécules du CMH-I 

et en induisant l’expression de gènes associés à des sous-unités de l’immunoprotéasome et 

aux protéines de transports TAP. Il a également été montré que IFNγ peut augmenter la 

susceptibilité à l’apoptose de cellule infectée, en augmentant l’expression des récepteurs 

TNF-RI et Fas. Dans le contexte de l’infection à VIH IFNγ a deux facettes. D’une part IFNγ 

joue un rôle important dans la réponse antivirale en permettant d’inhiber la réplication virale. 

D’autre part, il a été montré que dans certaines conditions IFNγ peut augmenter la réplication 

virale.  

 Les chemokines majoritairement produites par les LT CD8 sont appelées β-

chemokines. Ces dernières incluent CCL3 (ou MIP-1α pour macrophage inflammatory 

protein-1α), CCL4 (ou MIP-1β) et CCL5 (ou RANTES pour regulated upon activation 

normal T-cell expressed and secreted). Les chemokines CCL3 et CCL4 peuvent être 

retrouvées dans les granules lytiques tandis que CCL5 est situé dans des vésicules appelées 

RSV (RANTES secretory vesicles) qui seront également libérées après activation. La synthèse 

de CCL3 et CCL4 intervient quelques heures après l’activation tandis que la synthèse de 

CCL5 est observée avec un délai de quelques jours. Toutes permettent un recrutement de 

cellules lymphoïdes et myéloïdes sur le site d’infection. Certaines observations faites in vitro 

suggèrent un effet inhibiteur de la réplication virale dans le contexte de l’infection à VIH. Ces 
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chemokines sont capables de se fixer sur CCR5, le co-récepteur utilisé par le virus pour 

l’attachement et l’entrée dans la cellule cible, bloquant ainsi les premières étapes du cycle de 

réplication. Toutefois le rôle de ces chemokines in vivo est débattu. Il semblerait que ces 

chemokines n’empêchent pas l’infection de monocytes, mais au contraire augmentent la 

réplication virale 330. Il a également été suggéré que les concentrations physiologiques de β-

chemokines ne sont pas suffisantes pour exercer une activité antivirale 331. De plus, il a été 

montré que CCL5 peut faciliter l’attachement du VIH sur les cellules cibles et augmenter 

l’infectivité en activant des signaux de transduction dans la cellule cible 332. Ainsi, du fait de 

leur rôle chimioattractant, il est possible que les β-chemokines contribuent à la pathogenèse 

de l’infection en recrutant de nouvelles cibles pour l’infection et la réplication virale.  

 

Figure 17 - Fonctions effectrices des LT CD8. A gauche : Mécanisme cytotoxique sous la dépendance 

de GzmB et de perforine. Milieu : Mécanisme cytotoxique faisant intervenir la voie FasR-FasL. Droite : 

Mécanisme non-lytique faisant intervenir la production de cytokines/chemokines 
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3.6. Différenciation	des	LT	CD8	
 

 La différenciation est le processus par lequel une cellule CD8 naïve acquiert les 

caractéristiques de cellules matures, notamment la capacité d’assumer des fonctions 

effectrices, de migrer vers les sites d’infection et d’établir une réponse mémoire. Après 

éradication du pathogène la majorité des LT CD8 effecteurs meurt par apoptose dans un 

processus appelé contraction 333. Les cellules qui survivent forment la réponse mémoire, 

capable de persister pendant des années. En cas de seconde rencontre avec l’antigène les 

cellules mémoires ont la capacité de répondre plus vite que ne le ferait une cellule naïve. Il a 

par exemple été montré que les LT CD8 mémoires produisent la chemokine CCL5/RANTES 

seulement quelques minutes après leur rencontre avec l’antigène, contre plusieurs jours pour 

une cellule CD8 naïve 334. Enfin, les LT CD8 mémoires persistent à une fréquence élevée. 

Pour toutes ces raisons les LT CD8 mémoires sont à la base du principe de vaccination 315. 

Les pages suivantes décrivent l’hétérogénéité des LT CD8 effecteurs et mémoires ainsi que 

les modèles de différenciation proposés pour l’expliquer.  

 

3.6.1. Les	sous-populations	effectrices	et	mémoires	
 

 En réalité le compartiment LT CD8 est beaucoup plus complexe que ne le laisse 

présager une simple distinction effecteur/mémoire. La réponse LT CD8 effectrice qui apparaît 

après rencontre avec l’antigène peut être divisée en deux sous-populations sur la base de 

l’expression de IL7R (récepteur de l’IL-7) et de KLRG1. Ces populations sont appelées SLEC 

(Short Lived Effector Cells) et MPEC (Memory Precursors Cells). Les SLEC sont IL7R- 

KLRG1+, présentent de fortes fonctions effectrices et sont vouées à mourir par apoptose lors 

de la contraction. A l’inverse les MPEC sont IL7R+ KLRG1- et sont destinées à survivre pour 

former la réponse LT CD8 mémoire. La diversité des LT CD8 effecteurs ne se réduit pas aux 

SLEC et MPEC, mais constituent un continuum de cellules avec d’un côté des cellules avec 

une longévité importante présentant un fort potentiel pour l’établissement d’une réponse 

mémoire, de l’autre des cellules terminalement différentiées avec de fortes fonctions 

effectrices, et au milieu des cellules avec un profil intermédiaire (Figure 18) 335. D’une 

manière similaire les LT CD8 mémoires peuvent être divisés en plusieurs sous-populations 

sur la base de leur fonction effectrice, de leur durée de vie et de l’expression de marqueurs 

phénotypiques. Les travaux de Sallusto et al ont initialement proposé une séparation du 
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compartiment mémoire en cellule Centrale Mémoire (CM) et Effecteur Mémoire (EM) 

(Figure 18) 336. Les CM expriment les récepteurs de migration CCR7 et CD62L (L-selectin, 

encodé par le gène Sell) leur permettant de migrer vers les organes lymphoïdes secondaires, 

produisent de l’IL-2 et ont une capacité proliférative et une longévité supérieure. Les EM 

n’expriment pas CCR7 et CD62L mais présentent de meilleures fonctions effectrices et 

résident principalement dans le sang périphérique et dans les tissus (notamment dans le 

poumon et le foie) 337. L’analyse de nouvelles molécules de surface à la surface des LT CD8 a 

permis l’identification d’un nombre croissant de sous-populations lymphocytaires CD8+. En 

théorie il est possible d’identifier autant de sous-populations qu’il existe de combinaisons de 

marqueurs. Malgré cette complexité apparente, la majorité des marqueurs utilisés pour décrire 

les LT CD8 évolue d’une manière coordonnée en fonction de l’état de différenciation. Les 

molécules de surface CCR7, CD45RA, CD28, CD27 et CD57 sont particulièrement 

pertinentes pour évaluer l’état de différenciation (Figure 19). 

 

 

 

Figure 18 - Génération de cellules effectrices et différenciation progressive en cellules mémoires. Adapté 

de Cui et al. En réponse à une infection les LT CD8 naïfs s’activent, prolifèrent et se différentient en une 

population hétérogène de cellules effectrices (représentés par le gradient bleu vers orange). Les cellules 

hautement différentiées meurent par apoptose tandis que les MPEC forment la réponse LT CD8 mémoires. La 

population mémoire générée est également hétérogène.  
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3.6.2. Marqueurs	phénotypiques	des	sous-populations	CD8	
 

 CCR7 est un récepteur de chemokines présent à la surface des LT CD8 naïfs et des CM. 

Les ligands de CCR7 sont les chemokines CCL19 et CCL21 produites par les cellules 

stromales des organes lymphoïdes secondaires. CCR7 permet aux cellules CD8 naïves et CM 

de migrer vers les organes lymphoïdes secondaires pour y rencontrer l’antigène spécifique et 

assurer l’immunosurveillance 272. CD28 est le récepteur costimulateur principal essentiel pour 

la transduction du signal d’activation provenant du TCR. L’interaction de CD28 avec ses 

ligands permet de diminuer le seuil d’activation de la cellule T, d’induire l’expression d’IL-2 

et d’envoyer des signaux de survie (notamment en induisant une expression accrue de la 

molécule pro-apoptotique Bcl-xL). Il est exprimé à la surface de 50 % des LT CD8 

(principalement sur les cellules naïves et les cellules peu différentiées) et la proportion de 

CD8 CD28+ décline avec l’âge 338. A l’instar de CD28, CD27 est un corécepteur de 

stimulation intervenant dans la propagation et l’amplification du signal d’activation. CD27 est 

un membre de la super famille des TNFR. L’interaction avec son ligand CD70 active la voie 

NFKB, permet la survie et l’amplification du signal TCR. Les LT CD8 perdent l’expression 

de CD27 après stimulation répétée avec son ligand CD70. L’absence d’expression de CD27 

définit donc les LT CD8 particulièrement avancés dans le processus de différenciation 339. 

CD45RA est une protéine transmembranaire impliquée dans l’activation des LT CD8. 

L’expression de CD45RA est perdue par les cellules naïves après activation (remplacée par 

CD45RO, un autre isoforme de CD45) et est réexprimée dans les cellules terminalement 

différentiées (appelées TEMRA, effecteur mémoire qui réexprime CD45RA) 340. CD57 est 

une molécule d’adhésion exprimée à la surface des LT CD8 ayant subi des épisodes de 

prolifération intense. Son expression est augmentée avec l’âge et dans le contexte d’infections 

virales, de cancers ou encore de maladies auto-immunes. Les CD8 CD57+ ont une grande 

quantité de granules cytolytiques et des télomères très courts. L’expression de CD57 est 

couramment vue comme un marqueur « d’histoire proliférative » et sa présence est associée à 

la senescence réplicative 341.  

 

 Sur la base de l’expression de chacun de ces marqueurs il est possible de distinguer du 

moins différenciés au plus différenciés : les LT CD8 naïfs (CCR7+ CD45RA+ CD28+ CD27+ 

CD57-), les centrales mémoires (CM ; CCR7+ CD45RA- CD28+ CD27+ CD57-), les 

transitionnels mémoire (TM ; CCR7- CD45RA- CD28+ CD27+ CD57-), les effecteurs 
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mémoires (EM ; CCR7- CD45RA- CD28- CD27+ CD57-) et les effecteurs mémoire ré-

exprimant CD45RA (TEMRA ; CCR7- CD45RA+ CD28- CD27- CD57+). Récemment une 

nouvelle sous-population de LT CD8 appelée TSCM (Stem Cell Memory) a été décrite. Les 

TSCM ont un phénotype très proche des LT CD8 naïfs (CCR7+ CD45RA+ CD28+ CD27+ 

CD57-) mais se distinguent par l’expression de gènes associés aux LT CD8 mémoires (Sca-1, 

Bcl-2, IL-2Rβ et CXCR3). Les TSCM ont une durée de vie et un potentiel 

d’autorenouvellement important ainsi que la capacité de se différencier en CM, EM et en 

cellules effectrices 342.  

 

Figure 19 - Associations du phénotype de sous-populations de LT CD8 avec certains attributs fonctionnels. 
La taille des télomères et l’expression de récepteurs/molécules associées à la fonction des LT CD8 sont 

représentées en fonction de l’état de différenciation. La distribution phénotypique des LT CD8 dans plusieurs 

infections virales (HCV, Influenza, EBV, HIV, CMV) est également montrée. Adapté de Appay et al.  
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3.6.3. Les	modèles	de	différenciation	
 

 Plusieurs modèles de différenciation ont été proposés pour expliquer l’hétérogénéité de 

la réponse CD8. D’après le modèle de différenciation circulaire (aussi appelé On-Off-On, 

Figure 20 A) les cellules CD8 naïves se différentient en LT CD8 effecteurs après rencontre 

avec l’antigène. Une fois le pathogène éliminé la plupart des LT CD8 effecteurs meurent par 

apoptose et un petit nombre d’entre eux survit pour se différencier en LT CD8 mémoires. Ces 

cellules mémoires émergent de la population effectrice de manière stochastique ou grâce à des 

propriétés intrinsèques. Ce modèle implique que toute cellule mémoire a été, à un moment 

donné, une cellule effectrice. Les LT CD8 mémoires nouvellement formés attendent une 

nouvelle rencontre avec l’antigène pour se redifférencier en cellules effectrices. La nature 

circulaire de ce modèle impliquerait des modifications transcriptionnelles et épigénétiques 

« On-Off-On » ainsi que des épisodes de différenciation (mémoire vers effecteur) et de 

dédifférenciation (effecteur vers mémoire) 343.  

 

 Le modèle de différenciation linéaire propose un point de vue alternatif (Figure 20 B). 

D’après ce modèle la force et la durée des signaux 1, 2 et 3 lors de l’activation initiale des LT 

CD8 sont des déterminants clés de la différenciation. Des signaux forts et répétés poussent les 

LT CD8 à la différenciation terminale tandis que des signaux plus faibles n’y parviennent pas 

générant ainsi les LT CD8 mémoires. Ainsi, même si les LT CD8 effecteurs sont les CD8 

majoritaires au début de la réponse, ces cellules constituent l’étape terminale de 

différenciation. Lorsque ces cellules meurent par apoptose pendant la contraction, il ne reste 

que les cellules mémoires dont les faibles signaux reçus lors de l’activation n’ont pas permis 

la différenciation terminale. Les LT CD8 mémoires constitueraient ainsi un stade de 

différenciation intermédiaire et seraient générés directement à partir des LT CD8 naïfs. Le 

modèle de différenciation linéaire permet de concilier les observations faites montrant que les 

LT CD8 mémoires présentent des similitudes transcriptionnelles, phénotypiques et 

épigénétiques avec les cellules naïves et les LT CD8 effecteurs. Dans ce modèle les 

modifications génétiques et épigénétiques ne seraient pas cycliques mais linéaires avec des 

modifications graduelles au fur-et-à mesure que les LT CD8 s’approchent de la 

différenciation terminale 344.  
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Figure 20 - Modèle de différenciation des LT CD8. Henning et al. (A) Dans le modèle de différenciation circulaire 

les cellules effectrices représentent un intermédiaire qui peut soit subir l’apoptose, soit se dédifférencier en cellules 

mémoires après résolution de l’infection. Cela génère un motif cyclique de différenciation (Naïve, TEM, TSCM, TCM, 

TEM ..) nécessitant des modifications transcriptionnelles et épigénétiques cycliques. (B) Dans le modèle de 

différenciation linéaire, les cellules mémoires représentent un stade de différenciation intermédiaire résultant de 

cellules ayant reçu un faible signal d’activation. Dans ce modèle les cellules effectrices représentent le stade final 

de différenciation et sont vouées à mourir par apoptose. Les modifications transcriptionnelles et épigénétiques sont 

linéaires et graduelles dans ce modèle.  
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3.7. La	réponse	LT	CD8	dans	l’infection	à	VIH-1	
 

 L’une des preuves les plus directes du rôle des LT CD8 dans l’infection à VIH est 

l’association de certains HLA-I avec le contrôle naturel de l’infection 184. Des macaques 

rhésus (RM) infectés par SIV montrent une virémie plus importante après déplétion des LT 

CD8 et le renouveau de cette population corrèle avec une diminution de la charge virale 
345,346. Ces observations sont faites dès la fin des années 1990 et suggèrent que les LT CD8 

sont critiques pour contrôler la réplication de VIH/SIV.  

 

La réponse LT CD8 spécifique du virus est initialement robuste, même chez les 

individus incapables de contrôler l’infection sans traitement. L’apparition d’une réponse 

ciblant le virus permet d’instaurer un contrôle plus ou moins efficace de la charge virale et 

provoque l’émergence de mutation, sur et autour de l’épitope, destiné à échapper à la réponse 

cellulaire. Ces mutations, dont la vocation est d’empêcher la présentation de l’antigène à la 

surface de la cellule infectée ou de limiter la reconnaissance par les LT CD8, apparaissent dès 

la primo-infection et perdurent tout au long de l’infection chronique. L’émergence de mutants 

est continuellement contrée par l’apparition de nouvelles réponses LT CD8 capables de 

reconnaître l’épitope mutée. Alors que les EC parviennent à contrôler l’infection, l’infection 

non traitée chez les progresseurs induit une dysfonction progressive des LT CD8 en biaisant 

le profil de différenciation et en limitant leur capacité à proliférer, produire des cytokines et 

afficher des fonctions effectrices 144–146. Cette altération de la réponse LT CD8 est appelée 

« épuisement ». L’épuisement (mieux connu sous le terme anglophone « exhaustion ») définit 

un état dysfonctionnel des LT CD8 347. L’épuisement se manifeste par la perte progressive des 

fonctions effectrices, des modifications métaboliques, la présence d’un programme 

transcriptionnel distinct de celui observé chez les LT CD8 mémoires/effecteurs et l’expression 

durable de plusieurs récepteurs de coinhibition. L’épuisement des LT CD8 est un défi majeur 

car associé à un contrôle sous-optimal de l’infection.  

 

3.7.1. Cytotoxicité	
 

 Les EC ont une fréquence importante de LT CD8 spécifiques du VIH. Toutefois la 

quantité de LT CD8 n’est pas synonyme de protection puisque les individus progresseurs avec 

une charge virale indétectable montrent des proportions similaires de LT CD8 spécifiques du 
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virus. La différence est avant tout qualitative. Les LT CD8 des EC sont caractérisés par une 

capacité supérieure à inhiber la réplication virale dans un modèle de coculture avec des LT 

CD4 autologues infectées 348.  Cette capacité dépend de l’activité cytotoxique des LT CD8 qui 

expriment des quantités élevées de perforine, GzmB et granulysine chez les EC. L’importance 

de la cytotoxicité est soulignée par le fait que l’expression de perforine corrèle inversement 

avec la charge virale 145.  Le même groupe a démontré que l’expression accrue de perforine et 

GzmB est sous la dépendance de T-bet, un facteur de transcription fortement exprimé par les 

LT CD8 d’EC, impliqué dans la différenciation des CD8 et l’acquisition de fonctions 

effectrices 349. A l’inverse l’expression accrue du facteur de transcription Eomes chez les 

progresseurs a été associée à l’épuisement, à l’expression de récepteurs d’inhibition et à une 

faible polyfonctionnalité 350. Les LT CD8 spécifiques du VIH d’individus progresseurs sont 

notablement moins efficaces pour lyser des cellules infectées que des LT CD8 spécifiques du 

CMV in vitro, malgré une quantité similaire de cellules spécifiques de l’antigène 351. Certains 

groupes ont d’ailleurs démontré une expression réduite de perforine chez ces cellules. Des 

observations similaires ont été faites dans un modèle simien de RM où la transition vers la 

phase chronique est associée à une diminution de marqueurs cytolytiques 352.  

 

3.7.2. Polyfonctionnalité	
 

 Les EC montrent des réponses LT CD8 avec une polyfonctionnalité supérieure. Betts 

et al ont démontré que les LT CD8 d’individus EC produisent des quantités importantes 

d’IFNγ, CCL3, TNFα, et IL-2 après stimulation. La polyfonctionnalité observée était 

supérieure à celle affichée par les progresseurs indépendamment du HLA et des sous-

populations de cellules mémoires étudiées 146. A ce jour la plupart des études portant sur les 

LT CD8 spécifiques du VIH ont été réalisées à partir d’échantillons du sang périphérique. 

Pourtant la réplication virale intervient majoritairement dans les tissus lymphoïdes. De plus, il 

est connu depuis plusieurs années que les LT CD8 circulants sont plus cytotoxiques que leurs 

homologues dans les tissus lymphoïdes. Ces observations suggéraient l’existence de 

mécanismes distincts au sein des organes lymphoïdes permettant de contrôler la réplication 

virale. En 2019 une élégante étude de Buggert et al a décortiqué la réponse LT CD8 

spécifique du virus dans les tissus lymphoïdes d’individus EC et progresseurs. Buggert et al 

montrent que les EC ont une fréquence plus importante de LT CD8 spécifiques du virus au 

sein des tissus lymphoïdes et que ces cellules sont capables de contrôler efficacement la 



85	
 

réplication virale. D’une manière intéressante, ce contrôle est médié par des mécanismes 

autres que la cytotoxicité. Les auteurs démontrent que les LT CD8 des EC expriment moins 

de marqueurs de cytotoxicité, moins de récepteurs d’inhibition et sont plus polyfonctionnels. 

Dans la même ligne que ces travaux, une équipe a démontré que la réponse LT CD8 dans la 

muqueuse rectale de 17 individus EC était bien plus polyfonctionnelle que celle observée chez 

les VC, non contrôleurs (> 10 000 copies/mL) et les individus traités par ART. Les LT CD8 

de EC étaient capables de produire jusqu’à 4 cytokines en simultané parmi IFNγ, IL-2, 

TNFɑ , CCL3 et CD107a 246. Ainsi la polyfonctionnalité des LT CD8 reste un critère 

important pour le contrôle de l’infection, que ce soit dans le sang périphérique ou dans les 

tissus lymphoïdes. A l’inverse les LT CD8 spécifiques du virus des individus progresseurs 

sont majoritairement monofonctionnels et perdent la capacité de produire des molécules 

effectrices solubles (IL-2, TNFɑ, IFNγ, CCL3, etc.). L’importance de cette capacité est 

soulignée par le fait que la polyfonctionnalité, et pas la fréquence, des LT CD8 spécifiques du 

virus corrèle inversement avec la charge virale 146.  

 

3.7.3. Prolifération,	survie	et	stemness	
 

 Les LT CD8 des EC montrent une résistance à l’apoptose et à la mort cellulaire. Yan et 

al ont mis en avant chez ces cellules une expression accrue de Bcl-2 (une molécule anti-

apoptotique) et diminuée de caspase-3 (impliqué dans la voie de signalisation de l’apoptose) 

par les LT CD8 spécifiques du VIH et du CMV, par rapport à des patients progresseurs traités 
353. Cette capacité de survie des LT CD8 d’EC est potentiellement associée à des différences 

dans le métabolisme de ces cellules. En effet, alors que la réponse LT CD8 des progresseurs 

est marquée par une dépendance importante vis-à-vis du glucose, les EC montrent une 

plasticité métabolique supérieure en maintenant la capacité d’utiliser à la fois la glycolyse et 

le métabolisme mitochondrial. Ces différences ont été associées à des utilisations 

préférentielles des voies mTORC2 pour les EC et mTORC1 pour les progresseurs. Ces deux 

voies sont impliquées à différents niveaux dans la différenciation des LT CD8 : mTORC2 est 

associé à la régulation des fonctions des cellules mémoires tandis que mTORC1 régule le 

métabolisme glycolytique et la formation de réponses effectrices. Ces données suggèrent que 

les LT CD8 des EC ont une meilleure capacité d’adaptation et sont potentiellement mieux 

équipés pour survivre dans des conditions de stress métabolique 354.   
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 Les LT CD8 des EC ont également une capacité de prolifération importante, soutenue 

par des télomères longs et une activité de la télomèrase supérieure 355,356. Plus récemment le 

rôle du facteur de transcription Tcf7 a été mis en avant pour expliquer le phénotype des EC. 

Le gène de Tcf7 code pour la protéine TCF-1 et corrèle directement avec les capacités 

prolifératives et diminue progressivement au fur et à mesure des stimulations antigéniques. 

TCF-1 est hautement exprimé par les LT CD8 spécifiques du virus chez les EC et permet de 

réguler l’expansion de ces cellules 357. L’expression de ce gène est associée à une autre 

capacité importante des cellules T : la « stemness ». La stemness définit la capacité d’une 

cellule T à s’auto-renouveler en maintenant un profil de différenciation précoce et une forme 

de multipotence. Les cellules avec un potentiel de stemness important préservent la capacité 

de se différencier et proliférer après stimulation. Cette capacité est caractéristique des sous-

populations TSCM et TCM et constitue un corrélat important du contrôle de l’infection.  

 

 Cette capacité est absente chez les individus progresseurs où l’activation immunitaire 

chronique est associée à l’accumulation de LT CD8 hautement différenciés CD28- CD57+. 

Ces cellules sont caractérisées par une faible production d’IL-2, une capacité réduite de 

prolifération et des télomères très courts 51,358. De plus, les cellules spécifiques du virus ont 

une expression réduite des facteurs anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-xL et montrent une 

susceptibilité accrue à l’apoptose induite par la voie Fas 359. Conjointement la capacité de 

survie et de prolifération suggère un potentiel de stemness supérieur des LT CD8 chez les EC, 

même lorsque les conditions in vivo sont relativement similaires du point de vue de la charge 

virale. 

 

3.7.4. Le	rôle	du	TCR	
 

 Puisque la reconnaissance des antigènes viraux intervient par le TCR, il est probable 

que les caractéristiques de ce dernier (affinité, avidité, avidité fonctionnelle) soient 

importantes pour le contrôle de l’infection. L’avidité fonctionnelle du TCR est influencée par 

plusieurs paramètres incluant la nature du TCR, la molécule CD8, la présence/absence de 

récepteurs costimulateurs et coinhibiteurs, la nature et le niveau d’expression de l’épitope, et 

la nature/densité de la molécule de CMH-I. Dans le cas des individus progresseurs, 

l’expression soutenue de plusieurs récepteurs d’inhibition est associée à une avidité 

fonctionnelle réduite 360. En se concentrant uniquement sur l’avidité du TCR, 
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indépendamment de l’environnement dans lequel il se trouve, on observe que les LT CD8 des 

EC montrent des TCR avec une avidité importante, leur permettant de reconnaître rapidement 

un antigène présenté par le CMH-I. C’est notamment le cas de la réponse B27-KK10 où 

l’avidité du TCR est associée à une forte polyfonctionnalité permettant un contrôle efficace de 

l’infection 316,361. L’existence de TCR publics a été démontré dans cette même réponse. Ces 

TCR publics, partagés par plusieurs EC, montrent une avidité importante et permettent une 

suppression efficace de la réplication virale 362. Par ailleurs, Košmrlj et al suggèrent que le 

HLA-B*57, associé au contrôle, est capable de « mouler » le répertoire TCR pendant la 

sélection thymique de manière à générer des TCR capables de reconnaître l’antigène présenté 

avec moins de points d’ancrage 363. Cela permet de créer un répertoire TCR capable de 

réactivité croisée, et donc, moins sensible aux mutations d’échappement du virus 364. La 

réactivité croisée supérieure des LT CD8 d’EC a été observée in vitro et ex vivo 365. A 

l’inverse, les TCR des LT CD8 spécifiques du virus chez les progresseurs sont caractérisés 

par une faible réactivité croisée 366. D’une manière intéressante, la spécificité des LT CD8 est 

associée au contrôle ou à la progression. Les LT CD8 des EC ont tendance à cibler les 

épitopes de la protéine structurelle Gag 185,367,368. La magnitude de la réponse LT CD8 

spécifique de Gag est associée à des charges virales plus faibles et une préservation du 

compartiment LT CD4 369. L’infection à VIH-2, associée à une progression plus lente vers la 

maladie et une réponse LT CD8 robuste, montre également une prédominance de LT CD8 

ciblant Gag 370–374. A l’inverse, les réponses ciblant Env ou les protéines virales accessoires 

sont associées à des charges virales plus élevées 371.  

 

3.8. Impact	du	traitement	sur	les	altérations	des	LT	CD8	
 

3.8.1. Les	LT	CD8	globaux	
 

La réplication intense du virus, associée à la translocation de produits microbiens du 

GALT vers le sang périphérique aboutit à une augmentation de la fréquence de LT CD4 et 

CD8 exprimant des marqueurs d’activation comme HLA-DR ou CD38 375,376. D’une manière 

importante l’activation pendant l’infection non traitée corrèle mieux avec la progression de la 

maladie que la charge virale 46. L’initiation du traitement permet de réduire l’expression des 

marqueurs d’activation aussi bien pour les progresseurs que pour les EC 377,378. En revanche 

ART ne permet pas de diminuer l’activation au même niveau que des individus 
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séronégatifs379–381. L’activation résiduelle peut également être expliquée par une fibrose des 

tissus lymphoïdes, une déplétion majeure des Tregs ou une perte d’intégrité de la barrière 

intestinale 382,383. Il n’est pas clair aujourd’hui si l’initiation précoce du traitement peut 

normaliser l’activation immunitaire en limitant ces phénomènes. Ces considérations sont 

cruciales car une activation résiduelle peut avoir des conséquences sur la pathogenèse de la 

maladie. Les LT CD4 activés sont notamment plus sensibles à l’infection, et l’apoptose 

induite par activation est le mécanisme majeur impliqué dans la déplétion des LT CD4 

pendant la primo-infection et après interruption du traitement 384.   

 

Bien que l’on observe une augmentation de la taille des télomères après traitement, 

ceux-ci restent plus petits que ceux d’individus séronégatifs 385. Un processus similaire a été 

observé pour les LT CD4, mais d’une ampleur moindre par comparaison avec les LT CD8.  

 

Le compartiment LT CD8 naïfs est également altéré pendant l’infection. Les cellules 

naïves sont déplétées pendant la primo-infection d’une manière plus marquée pour les 

progresseurs que pour les VC et EC 386. L’initiation du traitement normalise partiellement 

cette déplétion mais la fréquence de cellules naïves correspond à celles observées chez des 

individus séronégatifs plus âgés. La diminution du nombre de cellules naïves peut être 

expliquée par une production thymique réduite chez les individus VIH+. D’une manière 

générale la fréquence du compartiment naïf est un bon marqueur de l’âge immunologique 

chez l’Homme et son déclin est associé à la progression de la maladie 51,278.  

 

Le ratio CD4/CD8 est inversé pendant l’infection non traitée, principalement à cause 

de la destruction des LT CD4 et d’une expansion du compartiment LT CD8 387. 

L’introduction de ART permet de restaurer partiellement ce ratio mais le compte CD8 reste 

stable entre la primo-infection et la phase chronique. L’une des causes probables de 

l’expansion des LT CD8 est la séropositivité à CMV, qui est plus élevée chez les individus 

infectés par VIH que dans la population globale 388.  Le CMV induit des réponses LT CD8 de 

magnitude importante qui peuvent parfois composer 50 % des cellules spécifiques d’antigènes 

chez les personnes âgées 389. L’infection à CMV peut avoir des conséquences majeures pour 

les individus infectés par VIH. La séropositivité CMV est associée à un risque accru de 

comorbidités non-liées au SIDA et le virus peut indirectement impacter la réponse LT CD8 

via la production de cytokines inflammatoires ou en limitant la diversité du TCR par inflation 

de la réponse mémoire spécifique du CMV 388,389. 
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3.8.2. Les	LT	CD8	spécifiques	du	VIH	
 

Il est possible d’observer un déclin rapide de la fréquence des LT CD8 spécifiques du 

virus une à deux semaines après initiation du traitement. Une fois la virémie complètement 

contrôlée, les réponses spécifiques du virus dans le sang périphérique continuent de diminuer 

avec une demi-vie d’environ 38,8 semaines pendant au moins deux ans 390–392. Malgré cette 

diminution les réponses restent détectables chez la plupart des individus même après des 

années de traitement 393,394. En plus de permettre la contraction des réponses spécifiques du 

virus, le traitement permet de restaurer partiellement certaines altérations immunitaires 

associées avec l’infection. Plusieurs études ont montré que l’initiation du traitement permet de 

réduire l’expression des récepteurs d’inhibition et de restaurer une forme de 

polyfonctionnalité 395–397. L’expression de PD-1 par les LT CD8 spécifiques du virus, qui 

corrèle avec la réplication virale, est réversible après introduction du traitement 398,399. Les 

récepteurs d’inhibition CD160 et TIM-3 montrent une évolution similaire 400,401. Par ailleurs, 

le traitement est également capable de réduire la fréquence de LT CD8 pro-apoptotiques 353. 

Au vu de ces observations il serait tentant de spéculer qu’en rendant les LT CD8 moins 

apoptotiques et moins sensibles à l’inhibition, le traitement permet de restaurer la 

fonctionnalité des LT CD8.  

 

Pourtant même si l’expression des récepteurs d’inhibition est réduite, le niveau 

d’expression reste plus élevé que chez des individus séronégatifs 350. Migueles et al ont 

également montré que les capacités à proliférer et à afficher des fonctions cytotoxiques ne 

sont pas restaurées par l’initiation du traitement 402,403. Par ailleurs, certaines modifications 

épigénétiques persistent même après des années de traitement. Youngblood et al ont montré 

que le promoteur de PD-1 reste déméthylé chez des individus sous cART depuis plus de deux 

ans 404. Dans certains cas l’interruption du traitement après plusieurs années sous cART induit 

les mêmes altérations immunitaires déjà décrites, parfois sous une forme plus sévère 405,406. 

Conjointement ces données suggèrent que les LT CD8 spécifiques du virus restent sous-

optimaux et qu’il existe des anormalités qualitatives qui persistent malgré le contrôle de la 

charge virale. 

 

 Depuis quelques années le schéma de prise en charge clinique des individus infectés par 

VIH a été modifié : on cherche maintenant à initier le traitement le plus tôt possible. 
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L’initiation précoce du traitement permet de limiter l’établissement du réservoir, la déplétion 

des LT CD4 mais également les altérations qualitatives de la réponse LT CD8. Pendant 

l’infection naturelle, la virémie semble être le principal responsable de la dysfonction des LT 

CD8. Les individus présentant une charge virale plus faible montrent des LT CD8 avec de 

meilleures fonctions 348,407. Les VC et les EC qui contrôlent mieux la virémie, présentent de 

manière quasi-systématique des LT CD8 plus polyfonctionnels et avec de meilleures 

fonctions lytiques. De plus, les individus ayant initié le traitement tôt dans l’infection 

présentent des LT CD8 avec de meilleures fonctions que ceux l’ayant initié dans la phase 

chronique 146,408. Il est probable que le contrôle précoce de la virémie permet de limiter la 

destruction des LT CD4 et préserver l’architecture des organes lymphoïdes secondaires, 

contribuant ainsi à éviter l’épuisement des réponses LT CD8. Une étude de Oxenius et al a 

suivi l’évolution de la réponse LT CD8 pendant 3 ans chez des individus ayant commencé le 

traitement au moment de la séroconversion. L’initiation précoce du traitement chez ces 

individus est associée à une persistance des réponses LT CD8 spécifiques du virus et un 

maintien de leur fonctionnalité. L’effet bénéfique de cette approche est maintenue même chez 

des individus ayant arrêté transitoirement le traitement 2 et 4 semaines après l’initiation 

précoce de cART 409. Très récemment, Takata et al ont évalué le double effet d’une initiation 

précoce et d’un traitement à long terme sur le compartiment LT CD8. Dans cette étude 

l’initiation précoce est associée à une persistance des LT CD8 spécifiques du VIH avec une 

capacité de prolifération et une activité cytotoxique importante in vitro, par comparaison avec 

des individus ayant initié le traitement pendant l’infection chronique. Le potentiel de 

prolifération chez ces individus corrèle directement avec l’expression de TCF-1 suggérant un 

potentiel de stemness préservé malgré les années de traitement. D’une manière importante 

l’expression de TCF-1 corrèle également avec un temps plus long entre l’interruption du 

traitement et le rebond de la charge virale (48 contre 13 jours pour les individus traités depuis 

la phase chronique) 410.  

 

 Cependant cette approche n’est pas toujours possible. Le traitement précoce n’est pas 

applicable dans toutes les régions du monde, notamment dans certains pays en développement 

durement touchés par l’infection à VIH-1. En 2021, on estime à 27,8 millions le nombre de 

personnes recevant cART soit une couverture thérapeutique de « seulement » 75 %. De plus, 

l’initiation précoce n’a pas toujours été la norme en clinique et n’est pas possible pour les cas 

d’infection antérieurs au développement des thérapies antirétrovirales. Pour ces individus le 

traitement à long terme vient avec une autre problématique : le déclin de 
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l’immunocompétence associé au vieillissement naturel pourrait affecter l’efficacité déjà 

limitée des réponses LT CD8 spécifiques du virus.  

 

3.9. Impact	vieillissement	sur	les	LT	CD8	
 

 Une fonction importante du système adaptatif est la maintenance d’une réponse 

mémoire à très long terme. Cette réponse mémoire est dynamique : elle ne dépend pas de la 

longévité de quelques cellules mémoires mais bien de la division successive de leurs 

progénitures pour maintenir une population capable d’assurer une protection en cas de 

seconde rencontre avec l’antigène 411. La dépendance de ce système sur la division cellulaire 

le rend hautement sensible aux altérations qui accompagnent le vieillissement naturel.  En 

effet, le vieillissement est accompagné d’altérations majeures des différents composants de la 

réponse immune, appelé immunosénescence, auxquelles les LT CD8 sont particulièrement 

sensibles. Ces altérations ont pour conséquence une efficacité vaccinale réduite notamment 

dans le contexte d’influenza et une susceptibilité accrue à différentes maladies et infections 
412,413. L’épidémie récente à SARS-Cov-2 a par exemple montré une mortalité supérieure pour 

les personnes âgées 414.  

 

 Au cours de la vie, le système immunitaire doit continuellement reconstituer le 

compartiment de lymphocytes T naïfs pour compenser la perte de ces cellules consumées par 

les stimulations antigéniques multiples. Il existe deux mécanismes principaux pour le 

maintien du compartiment des lymphocytes T naïfs: la thymopoïèse dans le thymus et la 

prolifération homéostatique des cellules naïves périphériques 415. L’une des modifications les 

plus importantes du système immunitaire avec l’âge est la régression ou involution du 

thymus. L’involution du thymus correspond à une diminution de la masse tissulaire et 

cellulaire du thymus ainsi qu’une perte de l’organisation et de l’architecture tissulaire 416. La 

résultante est une production thymique drastiquement réduite avec l’âge : chez le jeune adulte, 

20 % des cellules T naïves proviennent du thymus contre moins de 1 % chez les individus 

âgés de plus de 50 ans 411. En conséquence, le nombre absolu et la fréquence de LT CD8 naïfs 

diminuent avec le temps et constituent ainsi des marqueurs clés du vieillissement 

immunitaire417,418. En amont de la thymopoièse, le maintien d’une immunité efficace dépend 

de la capacité des précurseurs hématopoïétiques (HSC) de la moelle osseuse et des 

progéniteurs hématopoïétiques (HPC) sanguins à alimenter le pool de cellules 
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immunocompétentes matures 419.  Plusieurs études ont montré une altération qualitative des 

HSC d’individus âgés. Ces derniers montrent une accumulation de dommage à l’ADN et un 

profil biaisé de différenciation, en faveur de la lignée myéloïde au détriment de la 

lymphopoïèse 420–423. Notre équipe a également montré que les HPC d’individus âgés 

montrent des signes de sénescence et une susceptibilité accrue à la mort cellulaire par 

pyroptose. Ces cellules présentent une réduction de la taille des télomères et de l’activité de la 

télomèrase qui subsistent au sein de leurs progénitures de la lignée lymphoïde 424. 

Conjointement, ces données suggèrent des altérations quantitatives et qualitatives des LT CD8 

naïfs, mais également des cellules à la source même de leur production.  

 

 En plus des altérations du compartiment des lymphocytes T naïfs, l’âge est également 

accompagné d’une altération du compartiment LT CD8 mémoire. Les individus âgés 

montrent typiquement une accumulation de LT CD8 CD28- CD57+. Ces cellules sont 

considérées comme approchant la sénescence et sont caractérisées par un potentiel de 

prolifération réduit, une production d’IL-2 diminuée, des télomères courts et un métabolisme 

énergétique altéré 51. En accord avec ces données, Martinez-Zamudio et al montrent une forte 

activité β-galactosidase lié à la senescence (SA-βGal) au sein de PBMC avec l’âge. Cette 

accumulation de cellules sénescentes est particulièrement marquée au sein des LT CD8 : 64 % 

des LT CD8 d’individus dans leur soixantaine ont une activité SA-βGal importante. Ce profil 

particulier est associé à une accumulation de dommages à l’ADN, une capacité proliférative 

réduite et une expression accrue du régulateur du cycle cellulaire p16 impliqué dans la 

sénescence 425. De plus, le vieillissement est associé avec la présence de cellules 

terminalement différenciées TEMRA dont l’accumulation dépend en grande partie de 

l’infection par CMV, dont l’incidence augmente avec l’âge 418. Il existe également des 

altérations de la signalisation en aval du TCR. Plusieurs études indépendantes ont montré des 

modifications de la concentration de calcium intracellulaire, de la distribution des facteurs de 

transcription NFAT et AP-1 ou encore de l’activation des protéines Lck et Zap70 avec l’âge 
426–429. Couplées avec l’accumulation de cellules n’exprimant plus le co-récepteur CD28, ces 

données suggèrent que les signaux 1 et 2 de l’activation cellulaire ne sont pas optimaux chez 

les LT CD8 d’individus âgés. Enfin, les LT CD8 d’individus âgés sont également caractérisés 

par des modifications épigénétiques. Le gène Il7r subit des modifications épigénétiques 

conduisant à son extinction transcriptionnelle et à l’inactivation de la voie de signalisation de 

l’IL-7, importante pour la prolifération homéostatique et la survie des cellules T 430–432. 
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 Il est important de noter que l’infection à VIH-1 est responsable d’une forme 

« d’accélération » du vieillissement immunitaire. Beaucoup des altérations intervenant 

naturellement avec l’âge (présentées dans les paragraphes précédents) sont amplifiées au 

cours de l’infection à VIH-1. A âge équivalent, les individus infectés par VIH montrent des 

LT CD8 avec des télomères plus courts et une activité de la télomèrase plus faible, une 

accumulation plus importante de LT CD8 CD28- CD57+, une fréquence et un nombre absolu 

de LT CD8 naïfs diminuées et une production thymique réduite par comparaison avec des 

individus séronégatifs51. En conséquence, les individus infectés par VIH-1, comme les 

personnes âgées, montrent une réponse réduite à la vaccination influenza 433,434. En d’autres 

termes, le système immunitaire des individus infectés par VIH-1 depuis des années subit une 

double peine : d’une part à cause du vieillissement naturel de ces individus, mais également à 

cause des effets délétères de l’infection.  
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Le VIH est un problème de santé publique majeur pour lequel il n’y a pas de vaccin ou 

de traitement curatif. La guérison de l’infection à VIH nécessite l’éradication du réservoir, un 

ensemble de cellules infectées de manière latente et qui persistent indéfiniment. Alors que 

l’éradication totale du réservoir semble être un objectif ambitieux, une diminution 

significative de la taille du réservoir est un objectif plus modeste qui pourrait permettre la 

rémission des individus infectés par le virus, c’est-à-dire l’interruption du traitement sans 

rebond de la charge virale (aussi appelée guérison fonctionnelle).  
 

 Pour y parvenir les approches récentes sont centrées autour de la stratégie du « shock 

and kill » et de l’efficacité des LT CD8 spécifiques du VIH. La qualité et la fonctionnalité de 

ces cellules est donc un critère important pour la réussite de cette stratégie. Malheureusement 

les réponses LT CD8 dans la majorité des individus infectés par VIH restent sous-optimales. 

Pendant l’infection non traitée la réplication virale importante et l’activation immunitaire 

chronique aboutissent à l’épuisement progressif des LT CD8 et limitent leur capacité à 

contrôler l’infection. Par ailleurs les individus infectés par le virus montrent une accumulation 

de cellules ayant perdu l’expression de CD28 et exprimant CD57. Ces cellules sont 

caractérisées par des télomères plus courts et sont considérées comme approchant de la 

senescence. Conjointement ces observations expliquent en partie l’incapacité des LT CD8 à 

contrôler efficacement la réplication virale.   

 

 Une littérature robuste plaide en faveur d’une initiation précoce du traitement pour 

limiter les altérations immunitaires et augmenter les chances de rémission des individus 

infectés par le virus. Cette approche n’est pas toujours possible et un grand nombre 

d’individus ayant commencé le traitement tardivement sont sous cART depuis plusieurs 

décennies. De plus, le vieillissement naturel de ces individus est associé à l’accumulation 

d’altérations immunitaires, appelée immunosénescence, risquant de compromettre davantage 

une réponse LT CD8 déjà peu efficace. Puisque les immunothérapies visant à induire la 

rémission se basent en grande partie sur les réponses LT CD8, il est primordial d’évaluer chez 

ces individus le potentiel restant des LT CD8 spécifiques du VIH après des années de 

traitement.  

  

 Pour y parvenir nous avons étudié la réponse LT CD8 spécifique du VIH au sein de la 

cohorte IMMUNOCO. Initialement fondée en 1991, l’objectif initial de la cohorte 

IMMUNOCO était d’étudier la réponse LT CD8 spécifique du virus avec la progression vers 
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la maladie. La cohorte était composée de 152 individus recrutés entre 1991 et 1997. Sur les 

152 individus composant la cohorte initiale, 30 sont décédés, 94 sont perdus de vue et 28 

restent suivis sur le site de la Pitié-Salpêtrière en 2017. En ajoutant des échantillons datant de 

1988 à aujourd’hui, cette cohorte nous offre la possibilité unique d’étudier l’évolution 

naturelle et sous traitement de l’infection à VIH pendant plus de 27 ans. Pour évaluer le 

potentiel de la réponse LT CD8 après des années de traitement, plusieurs objectifs ont été 

établis :  

 

Objectif 1 – Évaluation de l’état d’activation, de différenciation et de senescence 

Le phénotype des LT CD8 globaux et spécifiques du VIH a été caractérisé par cytométrie en 

flux pour évaluer l’état de différenciation, d’activation et de senescence au travers de 

l’expression des marqueurs CD28, CD38 et CD57 à chaque point du suivi.  

 

Objectif 2 – Caractérisation du transcriptome des LT CD8 spécifiques de VIH 

Les LT CD8 spécifiques du VIH ont été séquencés par single cell RNAseq (scRNAseq) pour 

caractériser le transcriptome de ces cellules et évaluer l’expression de gènes associés à 

l’épuisement, les fonctions effectrices et la stemness des LT CD8 à chaque point du suivi.  

 

Objectif 3 – Évolution clonotypique des réponses LT CD8 spécifiques du VIH et évolution 

des séquences virales reconnues  

Les régions CDR3 des chaînes α et β du TCR ont été séquencées pour observer l’évolution 

clonotypique des réponses LT CD8 spécifiques du virus au cours du temps. En parallèle le 

virus a été séquencé sur les épitopes reconnus pour offrir un aperçu unique de la coévolution 

entre la réponse LT CD8 et VIH pendant 27 ans d’infection naturelle et traitée.  

 

Objectif 4 – Évaluation des propriétés fonctionnelles des LT CD8 spécifiques du virus 

Nous avons utilisé une approche in vitro développée dans notre laboratoire pour évaluer la 

fonctionnalité et la capacité d’expansion des LT CD8 mémoires spécifiques du VIH après 

stimulation par des peptides viraux. Nous avons également pris avantage de ce modèle pour 

tester la capacité de divers cytokines et adjuvants prédéterminés à améliorer les 

caractéristiques fonctionnelles des LT CD8.  
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1. Caractéristiques	de	la	cohorte	IMMUNOCO	
 152 individus infectés par VIH-1 ont été enrôlés pour une analyse prospective de la 

réponse LT CD8 spécifique de VIH-1 entre 1988 et 1993 et ont été suivis jusqu’en Décembre 

1996. A l’inclusion, en médiane, l’âge des patients était de 35 ans, la durée de séropositivité 

connue de 49 mois, le ratio femme:homme de 1:4, les CD4 de 396/mm3 (115-1331) et la CV 

plasmatique de 4,4 log (2,3-6,5), 40% seulement étaient traités soit par monothérapie NRTI 

(39%) ou bithérapie (1%). La séropositivité à VIH a été confirmée par ELISA et Western 

Blot. Tous les patients ont signé un accord de consentement et le protocole a été approuvé par 

le Comité de Protection des Personnes de la Pitié-Salpêtrière. Les critères d’exclusions 

incluaient : âge inférieur à 18 ans, hémophilie, utilisateurs de drogues injectables ou 

traitement avec des inhibiteurs de protéase. Le traitement par antirétroviraux (mono ou 

bithérapie avec des analogues nucléotidiques de Novembre 1991 à Mars 1996) a été débuté en 

accord avec les pratiques cliniques locales. Une évaluation du taux de CD4 et de divers 

paramètres cliniques a été réalisée en routine tous les 2 à 3 mois. En 2015, sur les 152 patients 

initiaux de la cohorte, 30 sont décédés, 94 sont perdus de vue et 28 sont toujours suivis sur le 

site de la Pitié-Salpêtrière. La durée de suivi médiane pour les 28 patients est de 25 ans dont 

15 sous trithérapies. Les échantillons consistent en PBMC congelés de 1988 à 2017 avec 

environ 3 à 9 prélèvements pour la plupart des patients. Huit patients ont été exclus par 

manque de prélèvement. Les données cliniques des 20 patients restants sont présentés dans le 

tableau 1.  

 
 

Individus EARLY INT LATE Sexe Année de 
naissance 

Âge à 
EARLY 

Âge à 
LATE 

Suivi 
(année) 

NADIR CD4 
(Cellules/mm3) HLA-A HLA-B 

PS01 11/1991 01/1995 09/2016 M 1952 39 64 25 324 A*02 - 
PS03 11/1991 11/1994 10/2016 M 1961 30 55 25 4 A*02 B*57 
PS07 12/1991 02/1997 09/2016 M 1950 41 66 25 15   
PS14 01/1992 02/1997 08/2016 M 1953 39 63 24 180 A*03 B*35 
PS17 03/1992 - 04/2017 M 1959 33 58 25 488* A*02, A*03 - 
PS18 02/1992 03/1997 10/2016 M 1959 33 57 24 79 - - 
PS23 02/1992 04/1996 01/2017 F 1957 35 60 25 109 A*02 - 
PS24 02/1992 02/1996 10/2016 F 1939 53 78 25 166 A*02 B*08 
PS31 07/1992 09/1997 08/2016 M 1956 36 61 25 85 A*02 - 
PS34 04/1993 04/1995 04/2017 M 1960 33 57 24 1   
PS111 03/1988 - 12/2016 M 1943 45 74 29 260 - B*08, B*57 
PS112 02/1988 05/1990 09/2016 M 1955 33 62 29 133 A*03 B*07 
PS114 03/1991 - 09/2016 F 1962 29 54 25 18 A*02 B*57 
PS208 12/1993 02/1997 10/2016 M 1958 35 58 23 102 - - 
PS209 06/1991 01/1992 03/2017 M 1954 37 63 26 550 - - 
PS212 01/1992 05/1997 08/2016 M 1951 41 66 25 163 A*02 - 
PS222 04/1995 - 03/2017 M 1964 31 53 22 120   
PS228 09/1991 06/1994 12/2016 M 1938 53 78 25 8 - - 
PS240 04/1991 - 10/2016 M 1955 36 62 26 136 - - 
PS248 11/1991 05/1997 10/2016 M 1957 34 59 25 211 - - 

Tableau 1 - Caractéristiques cliniques des 20 individus de la cohorte IMMUNOCO 



102	
 

2. Caractérisation	phénotypique	
2.1. Marquage	de	surface	

Matériel et réactifs :  

- Milieu RPMI + 10 % SVF (R10, Life Technologies) 

- Sérum de veau fœtal (SVF, Life Technologies) 

- Marqueur de viabilité LIVE/DEAD Fixable Aqua (ThermoFischer Scientific) 

- Tétramère reconstitué avec un conjugué de Streptavidine et R-Phycoérythrine (SAPE, 

ThermoFischer Scientific).  

- Cocktail d’anticorps de surface : CD8 (APC-Cy7, BD Biosciences), CD4 (BV650, BD 

Biosciences), CD45RA (V450, BD), CCR7 (PECy7, BD), CD27 (AF700, Ozyme), 

CD28 (PE-CF594, BD Biosciences), CD95 (FITC, BioLegend), CD38 (APC, BD), 

HLA-DR (PerCP-Cy5.5, BioLegend), CD57 (BV605, BD) 

- Paraformaldéhyde 1 % (PFA) 

- LSR Fortessa Cell Analyzer (BD Biosciences). 

 

Protocole : 

• Décongeler doucement les PBMC dans un bain marie à 37°C et laver deux fois les cel-

lules avec du R10. 

• Reprendre les cellules dans un volume approprié de PBS 1X et ajouter 10 uL du mar-

queur de viabilité LIVE/DEAD Fixable Aqua (ThermoFischer Scientific) dilué au 

1/100 pendant 10 minutes à température ambiante. 

• Laver puis marquer avec le tétramère-PE adéquat (voir partie Tétramère page 104) 

pendant 15 minutes à 37°C dans le noir. 

• Ajouter le cocktail d’anticorps de surface et incuber pendant 15 minutes à température 

ambiante.  

• Laver puis reprendre le culot cellulaire dans 200 uL de PFA à 1%.  

• Analyser les cellules sur un LSR Fortessa Cell Analyzer (BD Biosciences). 

 

2.2. Marquage	intracellulaire		

Matériel et réactifs :  

- Milieu RPMI + 10 % SVF (R10, Life Technologies) 

- SVF (Life Technologies) 

- Marqueur de viabilité LIVE/DEAD Fixable Aqua (ThermoFischer Scientific) 
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- Tétramère reconstitué avec un conjugué de Streptavidine et R-Phycoérythrine (SAPE, 

ThermoFischer Scientific).  

- Cocktail d’anticorps de surface : CD8 (APC-Cy7, BD), CD45RA (PCPCy5.5, eBios-

cience), CCR7 (PECy7, BD) et CD27 (AF700, Ozyme). 

- Cocktail d’anticorps intracellulaire : Perforine (FITC, Ozyme), Eomes (PECF610, 

Thermo Fischer), Tbet (eFluor 660, eBioscience), Granzyme B (V450, BD). 

- Kit Transcription Factor Buffer set (562574 BD) 

- Paraformaldéhyde 1 % (PFA) 

- LSR Fortessa Cell Analyzer (BD Biosciences). 

 

Protocole : 

• Décongeler doucement les PBMC dans un bain marie à 37°C et laver deux fois les cel-

lules avec du R10. 

• Reprendre les cellules dans un volume approprié de PBS 1X et ajouter 10 uL du mar-

queur de viabilité LIVE/DEAD Fixable Aqua (ThermoFischer Scientific) dilué au 

1/100 pendant 10 minutes à température ambiante. 

• Laver puis marquer avec le tétramère-PE adéquat (voir partie Tétramère page 104) 

pendant 15 minutes à 37°C dans le noir. 

• Ajouter le cocktail d’anticorps de surface et incuber pendant 15 minutes à température 

ambiante.  

• Ajouter 1 mL du tampon Fix/Perm dilué au 1/4 et incuber 40 minutes sur glace. 

• Laver deux fois successivement avec 1 mL puis 2 mL de la solution Perm/Wash diluée 

au 1/5 dans de l’eau.  

• Ajouter le cocktail d’anticorps intracellulaire et incuber 40 minutes sur glace. 

• Laver les cellules avec 2 mL de la solution Perm/Wash diluée au 1/5 dans de l’eau 

puis reprendre les cellules dans 200 uL de PFA à 1%.  

• Analyser les cellules sur un LSR Fortessa Cell Analyzer (BD Biosciences). 
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3. Tétramères	
Les tétramères CMH-I ont été reconstitués avec un conjugué de Streptavidine et de R-

Phycoérythrine (SAPE, ThermoFischer Scientific). Des tétramères ont été utilisés pour 

détecter les LT CD8 avec les spécificités suivantes : SLYNTVATL (SL9/HLA-A*0201), 

QVPLRPMTYK (QK10/HLA-A*0301), RLRPGGKKKY (RY10/HLA-A*0301), EIYKRWII 

(EI8/HLA-B*0801), FLKEKGGL (FL8/HLA-B*0801), KAFSPEVIPMF (KF11/HLA-

B*5701), RPMTYKAAL (RL9/HLA-B*07), IPRRIRQGL (IL9/HLA-B*07) et 

TSTLQEQIGW (B57 TW10/HLA-B*5701) (Tableau 2).   

 
Tableau 2 - Tétramères utilisés pour la détection des réponses LT CD8 spécifique du VIH-1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

HLA Épitope Protéine Position Séquence 

A*03 RY10 Gag 20-29 RLRPGGKKKY 

A*02 SL9 Gag 77-85 SLYNTVATL 

B*08 EI8 Gag 260-267 EIYKRWII 

B*57 KF11 Gag 162-172 KAFSPEVIPMF 

B¨57 TW10 Gag 240-249 TSTLQEQIGW 

A*03 QK10 Nef 73-82 QVPLRPMTYK 

B*08 FL8 Nef 90-97 FLKEKGGL 

B*07 RL9 Nef 77-85 RPMTYKAAL 

B*07 IL9 Env 843-851 IPRRIRQGL 
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4. Mesure	de	la	taille	des	télomères	
4.1. Tri	cellulaire	par	cytométrie	en	flux	

Matériel et réactifs :  

- R10 (Life Technologies) 

- SVF (Life Technologies) 

- Marqueur de viabilité LIVE/DEAD Fixable Aqua (ThermoFischer Scientific) 

- Cocktail d’anticorps de surface : CD8 (Pacific Blue, BioLegend), CD4 (BUV395, 

BD), CD57 (BV605, BD), CD45RA (PercPCy5.5, eBioscience), CCR7 (PECF594, 

BD) CD27 (AF700, Ozyme), CD14 (PE, BioLegend), CD34 (FITC, BD), CD10 (AP-

CCy7, BioLegend) et CD117 (PECy7, BioLegend). 

 

Protocole :  

• Décongeler les PBMC dans du R10 chaud et laver deux fois les cellules avec du R10. 

• Introduire les cellules dans un tube FACS et ajouter 10µL du marqueur de viabilité di-

lué au 1/100.  

• Incuber 15 minutes à température ambiante plus laver avec du PBS 1X. 

• Marquer les cellules avec le panel d’anticorps de surface et incuber pendant 15 mi-

nutes à température ambiante. 

• Laver les cellules avec 2 mL de PBS 1X puis reprendre le culot dans 300 mL de R10. 

• Trier les sous-populations en fonction de l’expression des marqueurs suivants : 

o Progéniteurs hématopoïétiques (CD34+) : CD14- CD4- CD8- CD34+ 

o LT CD8 naïfs : CD45RA+ CCR7+ CD27+ CD8+ 

o LT CD4 naïfs : CD45RA+ CCR7+ CD27+ CD4+ 

o LT CD8 M57+ : CD45RA+/- CCR7 +/- CD27- CD57+ CD8+ 

• Stocker les cellules triées sous forme de culot sec. 

• Le nombre de cellules triées pour chaque individu à chaque TP est indiqué dans le ta-

bleau ci-dessous : 
 

Individu – TP LT CD8 naïf LT CD8 
MEM57+ LT CD4 naïf CD34+ 

PS01 – EARLY  6000 6000 6000 2096 
PS01 – INT  4640 6000 6000 6084 
PS01 – LATE  533 6000 6000 224 
PS03 – EARLY  6000 6000 6000 252 
PS03 – INT  5303 6000 6000 2242 
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PS03 – LATE  6000 6000 6000 588 
PS07 – EARLY  2000 2000 2000 1010 
PS07 – INT  4000 4000 4000 1648 
PS07 – LATE  4000 4000 4000 1007 
PS14 – EARLY  4000 4000 4000 963 
PS14 – INT  4000 4000 4000 1003 
PS14 – LATE  4000 4000 4000 300 
PS17 – EARLY  6000 6000 6000 715 
PS17 – LATE  1324 6000 6000 101 
PS18 – EARLY  6000 6000 6000 1618 
PS18 – INT  6000 6000 6000 1127 
PS18 – LATE  6000 6000 6000 606 
PS23 – EARLY  6000 6000 6000 692 
PS23 – INT  3237 6000 5701 121 
PS23 – LATE  303 4643 1011 1 
PS24 – EARLY  6000 6000 6000 554 
PS24 – INT  5701 6000 6000 478 
PS24 – LATE  6000 6000 6000 228 
PS31 – EARLY  6000 6000 6000 510 
PS31 – INT  6000 6000 6000 1107 
PS31 – LATE  6000 6000 6000 904 
PS34 – EARLY  6000 6000 6000 1806 
PS34 – INT  6000 6000 5287 31 
PS34 – LATE  3172 6000 6000 132 
 

4.2. Extraction	et	purification	de	l’ADN	génomique	

Matériel et réactifs :  

- Kit Nucleospin tissue (Takara) 

o Tampon T1 

o Protéinase K 

o Tampon B3 

o Tampon B5 

o Tampon d’élution 

o Colonne 

- Éthanol 70% 

- Éthanol 100% 

- RNase AWAY (Fischer) 

- Bloc chauffant 

- Vortex/Centrifugeuse 

- Tube Eppendorf (Dutscher) 

- Nanodrop 
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Protocole :  

- Laver la paillasse avec l’éthanol à 70% et le RNase AWAY. 

- Resuspendre le culot de cellules triés dans 80µL de tampon T1 et ajouter 8µL de pro-

téinase K. 

- Mélanger 3 fois, vortexer, centrifuger rapidement puis incuber les tubes 10 minutes à 

56°C.  

- En parallèle préparer les colonnes en les déposant dans des tubes Eppendorf. 

- Récupérer les tubes à 56°C et ajouter 80µL de tampon B3. Vortexer puis centrifuger 

rapidement. 

- Incuber les tubes 5 minutes à 70°C puis laisser refroidir 5 minutes à température am-

biante.  

- Ajouter 80µL d’éthanol à 100% dans chaque tube puis vortexer et centrifuger rapide-

ment.  

- Ajouter l’échantillon sur la colonne et centrifuger 1 minute à 10 000 rpm. 

- Jeter le tube d’élution et mettre la colonne sur un nouveau tube Eppendorf. 

- Ajouter 50µL du tampon B5 et centrifuger 1 minute à 10 000 rpm.  

- Ajouter 50µL du tampon B5 et centrifuger 2 minutes à 10 000 rpm.  

- Jeter le tube d’élution et placer la colonne sur un nouveau tube Eppendorf. 

- Ajouter 20µL du tampon d’élution et centrifuger 1 minute à 10 000 rpm.  

- Vérifier la pureté de l’ADN extrait avec le Nanodrop (le ratio 260/280nm doit être 

entre 1,5 et 2). 

- Enlever la colonne et stocker le tube contenant l’ADN génomique extrait à -20°C. 

 

4.3. Déterminer	la	taille	des	télomères	par	qPCR	

La taille relative des télomères (RTL, relative telomere length) d’échantillon d’ADN 

génomique est évaluée par qPCR. On compare le nombre de répétitions télomériques de 

l’échantillon avec le nombre de copies du gène de ménage 36B4 codant pour la sous-unité 

ribosomale appelé RPLP0. Cette comparaison permet d’obtenir un ratio T/S, T pour le 

nombre de copies de répétitions télomériques et S pour le nombre de copies de 36B4, qui est 

proportionnel à la taille moyenne des télomères 435.  

 



108	
 

Pour y parvenir on réalise deux qPCR en parallèle, l’une pour 36B4 et l’autre pour les 

télomères. On utilise comme contrôle une gamme d’ADN génomique de 293T de 

concentrations décroissantes. Cette gamme permet de générer deux courbes standards à partir 

des valeurs de Ct, l’une pour le gène 36B4 et l’autre pour les télomères (Figure 21). A partir 

de ces courbes il est possible d’extrapoler les valeurs S (36B4) et T (télomère) pour chaque 

échantillon. On est alors en mesure de calculer un ratio T/S propre à chaque échantillon à 

partir duquel on peut déterminer la taille des télomères en kilobases (kb) selon la formule 

suivante : kb = 6.2303 x (T/S) – 1.2176 (La formule a été obtenue à partir d’un Southern Blot 

dont la taille des bandes a été corrélée avec les TRF correspondant).  

 

Matériel et réactifs :  

- Amorce télomère sens (10µM) : 

5’CGGTTTGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTT3’ 

- Amorce télomère anti-sens (10µM) : 

5’GGCTTGCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCT3’ 

- Amorce 36B4 sens (10µM) : 5’CAGCAAGTGGGAAGGTGTAATCC3’ 

- Amorce 36B4 anti-sens (10µM) : 5’CCCATTCTATCATCAACGGGTACAA3’ 

- Éthanol 70% 

- RNase Zap (Sigma Aldrich) 

- Eau sans nucléase (Thermo Fischer) 

- Power SYBR Green Master Mix (Thermo Fischer) 

- Microplaques qPCR (Dutscher) 

- ADN génomique contrôle de la lignée cellulaire 293T 

Figure 21 - Principe du telomere length assay – Estimation des facteurs S et T à partir des courbes étalons de 

293T. 
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- ADN génomique extrait des sous-populations cellulaires triées 

 

Protocole : 

• Nettoyer la paillasse avec l’éthanol à 70% et le RNase Zap.  

• A partir de l’ADN génomique contrôle des 293T préparer une gamme de dilution 

d’ADN (64, 32, 16, 8, 4, 2 et 1 ng/µL).  

• Diluer l’ADN génomique des échantillons à tester de manière à obtenir des concentra-

tions en ADN proche de 2ng/µL. 

• Pour chaque échantillon de la gamme de 293T et des échantillons à tester, déposer 

5µL d’ADN génomique en duplicata sur deux microplaques qPCR : une pour les té-

lomères et une pour le gène de ménage 36B4. 

• Dans chaque puits ajouter le mix suivant  

o Power SYBR Green – 12,5µL 

o Amorce sens – 1µL 

o Amorce anti-sens – 1µL 

o Eau sans nucléase – 5,5µL 

• Lancer la PCR en utilisant les programmes suivants : 

 

 

 

 

 

 

 

 

• Générer une courbe standard en utilisant les valeurs de Ct pour 36B4 et pour les télo-

mères.  

• Extrapoler les valeurs T et S pour obtenir un ratio T/S propre à chaque échantillon. 

 

 

 

 

 

Télomère 

Cycle Temp (°C) Temps 

1 50 2 min 

1 95 10 min 

30 

95 15 sec 

56 2 min 

72 1 min 

36B4 

Cycle Temp (°C) Temps 

1 50 2 min 

1 95 10 min 

40 
95 15 sec 

58 1 min 
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5. Single	cell	RNA	sequencing	–	SMARTseq	v4	Ultra	Low	input	RNA	
5.1. Principe	du	SMARTseq	v4	Ultra	Low	input	RNA	

Dans un premier temps l’ARN est purifié à partir d’un lysat cellulaire. La purification fait 

intervenir des billes magnétiques se fixant spécifiquement sur l’ARN et une série de lavages 

avec de l’éthanol à 80% pour éliminer les composants cellulaires indésirables. Une fois 

l’ARN purifié, l’amorce Oligo-dT30VN se fixe sur toutes les queues poly(A) des ARN 

messagers (Figure 23 Étape 1). La RT SMARTScribe utilise l’amorce pour initier la synthèse 

du premier brin d’ADN complémentaire (ADNc). Lorsque la RT atteint l’extrémité 5’ de 

l’ARN, son activité terminale transférase lui permet d’ajouter quelques nucléotides 

supplémentaires qui serviront pour la fixation de l’amorce TSO (Figure 23 Étape 2). La 

fixation de l’amorce TSO rallonge le brin d’ARN et permet à la RT de continuer l’élongation 

en se servant du TSO comme modèle. La région supplémentaire synthétisée sert alors de site 

de fixation pour l’amorce ISPCR (Figure 23 Étape 3). La RT change de brin et se sert de 

l’amorce ISPCR pour initier l’élongation du deuxième brin d’ADNc. Le produit final d’ADNc 

est amplifié en prévision de la préparation de la librairie (Figure 23 Étape 4). La qualité de 

l’ADNc amplifié est vérifiée sur un Bioanalyzer 2100 (Agilent). Une librairie d’ADNc de 

bonne qualité ne contient pas de fragments inférieurs à 500 bp et montre un pic autour de 

1,5~2 kb (Figure 23 B). 

 

 

Figure 22 - Amplification de l'ADNc à partir des ARNm. (A) Synthèse d’ADNc par la RT SMARTScribe. (B) 

Analyse des librairies d’ADNc générées par Bioanalyzer. 



111	
 

Si les ADNc sont d’une qualité convenable on peut commencer à préparer les librairies pour 

le séquençage. La préparation de la librairie fait intervenir le kit d’Illumina Nextera XT DNA 

Library Prep Kit. La première étape est une réaction de tagmentation qui consiste à 

fragmenter et à marquer l’ADN avec des adaptateurs/index en une seule réaction rapide. 

Chaque puits, et donc chaque cellule unique, est marqué avec un couple d’index différents 

(Figures 24 A&B). Après amplification des produits par PCR, la qualité de la librairie est 

évaluée une nouvelle fois sur un Bioanalyzer. Une tagmentation optimale génère des 

fragments d’ADN d’une taille comprise entre 300 et 800 paires de base (Figure 24C) 436.  

  

 

 

Enfin, la concentration des librairies est évaluée par qPCR (KAPA Library Quantification 

Kit, roche) et les échantillons dilués à 2nM chacun. Les librairies sont regroupées et 

l’ensemble est envoyé à séquencer sur un HiSeq4000 en paired-end. Les protocoles sont 

détaillés dans les parties suivantes.  

	

	

	

	

Figure 23 - Réaction de tagmentation de l'ADNc. (A & B) Réaction de tagmentation et incorporation des 

séquences indexes dans les fragments générés. (C) Représentation d’une bonne librairie composée de 

fragments de 400 pb en moyenne et d’une mauvaise librairie où la réaction de tagmentation à fragmenter l’ADNc 

en des segments trop petits. Picelli et al & Guide Nextera XT DNA Library Prep Kit 
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5.2. Tri	cellulaire	par	cytométrie	en	flux		

Matériel et réactifs :  

- Milieu RPMI + 10 % SVF (R10, Life Technologies) 

- Sérum de veau foetal (SVF, Life Technologies) 

- Marqueur de viabilité LIVE/DEAD Fixable Aqua (ThermoFischer Scientific) 

- Tétramère reconstitué avec un conjugué de Streptavidine et R-Phycoérythrine (SAPE, 

ThermoFischer Scientific).  

- Cocktail d’anticorps de surface : CD8 (APC-Cy7, BD Biosciences), CD4 (BV650, 

BD), CD45RA (V450, BD), CCR7 (PECy7, BD), CD27 (AF700, Ozyme), CD28 (PE-

CF594, BD), CD95 (FITC), CD38 (APC, BD), HLA-DR (PerCP-Cy5.5, BioLegend), 

CD57 (BV605, BD) 

- Tampon de lyse (Takara) 

- BD FACSAria II cell sorter (BD Biosciences) 

 

Protocole : 

• Décongeler doucement les PBMC (10 à 20.106 de cellules) dans un bain marie à 37°C 

et laver deux fois les cellules avec du R10. 

• Reprendre les cellules dans un volume approprié de PBS 1X et ajouter 10 uL du mar-

queur de viabilité LIVE/DEAD Fixable Aqua (Thermo Fischer Scientific) dilué au 

1/100 pendant 10 minutes à température ambiante. 

• Laver puis marquer avec le tétramère-PE adéquat (voir partie Tétramère) pendant 15 

minutes à 37°C dans le noir. 

• Ajouter le cocktail d’anticorps de surface et incuber pendant 15 minutes à température 

ambiante.  

• Laver puis reprendre le culot cellulaire dans 200 uL de R10. 

• Trier par FACS les cellules tétramères + directement dans une plaque 96 puits 

contenant du 5µL tampon de lyse, à raison d’une cellule par puits. 

• Placer immédiatement les plaques sur carboglace avant de les conserver à -80°C en 

prévision des futures étapes. 

• Le nombre de cellules triées pour chaque condition est indiqué figure 22.  
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5.3. Extraction,	amplification	de	l’ARNm	et	synthèse	de	l’ADNc	

Matériel et réactifs :  

- RNAClean XP beads (A63987) 

- Eau sans nucléase (Nuclease free water) 

- Recombinant RNAse Inhibitor (2313A) 

- 10X Lysis Buffer (635013) 

- Amorce Oligo-dT30VN (IDT) 

- Amorce TSO (IDT) 

- Amorce ISPCR (IDT) 

- Éthanol 80% 

- SMARTScribe Reverse Transcriptase (639538) 

- dNTP Mix (10mM) 

- DTT (100mM) 

- SeqAmp DNA Polymerase (638509) 

- Agencourt AMPure XP beads (A63881) 

- Thermocycleur  

- Bioanalyzer 2100 (Agilent) 

- Kit High-sensitivity DNA chip (Agilent) 

 

Figure 24 - Nombre de LT CD8 tétramères + triés pour chaque condition 
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Protocole :  

• Incuber les RNAClean XP beads à température ambiante pendant 30 minutes avant 

utilisation. 

• Préparer les solutions suivantes : 

 

 

 

 

 

 

• Décongeler les lysats cellulaires sur glace (plaques stockées à -80°C après le tri) et 

centrifuger rapidement à 800g pendant 1 minute.  

• Vortexer les billes RNAClean XP beads et en ajouter 2,2 uL à chaque lysat cellulaire 

(dans chaque puits). Incuber pendant 10 à 15 minutes à température ambiante. 

• Placer la plaque sur un aimant et incuber pendant 5 minutes (ou jusqu’à ce que le sur-

nageant soit clair). 

• A l’aide d’une pipette retirer doucement le surnageant en prenant garde à ne pas enle-

ver de billes. 

• Ajouter 75 uL d’éthanol à 80 % dans chaque puits. 

• Attendre 30 secondes, puis retirer délicatement le surnageant d’éthanol avec une pi-

pette.  

• Répéter les 2 étapes précédentes pour faire 3 lavages.  

• Incuber 2 minutes à température ambiante pour laisser l’éthanol s’évaporer. 

• Enlever la plaque de l’aimant et éluer les billes dans 10 uL du tampon CLM déjà pré-

paré. Incuber à température ambiante pendant 2 minutes. 

• Incuber 3 minutes à 72°C puis immédiatement mettre la plaque sur glace pendant 2 

minutes. 

• Préparer la solution MM (Master Mix) :  

 

Tampon de réaction 

Réactif Volume (uL) 

Tampon de lyse 

(10X) 
19 

Recombinant 

RNase Inhibitor 
1 

Tampon CLM (Cell Lysis Mix) 

Réactif Volume (uL) 

Tampon de réaction 1 

Eau sans nucléase 8 

Oligo-dT30VN (12uM) 1 

Réactif Volume (uL) 

5X Ultra Low First-Strand Buffer 4 

TSO (48 uM) 1 

Recombinant RNase Inhibitor (40U/uL) 0.5 
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• Ajouter 10 uL de la solution MM à chaque échantillon, mélanger avec la pipette puis 

centrifuger brièvement. Incuber 90 minutes à 40°C puis 10 minutes à 70°C.  

• Pendant ce temps préparer le mix PCR : 

 

Réactif Volume 

2X SeqAmp PCR Buffer 25 

PCR Primer II A (12uM) 1 

SeqAmp DNA Polymerase 1 

Eau sans nucléase 3 

 

• Ajouter 30 uL du mix PCR à chaque échantillon, mélanger avec les pipettes et centri-

fuger brièvement. Lancer la PCR avec le programme suivant : 

 

 

 

 

 

 

 

• Ajouter 50 uL des billes SPRI (Agencourt AMPure XP beads), mélanger avec la 

pipette et incuber 15 minutes. 

• Placer la plaque sur un aimant et retirer le surnageant. Ajouter 200 uL d’éthanol 

80%, attendre 30 secondes et retirer le surnageant. Répéter pour faire 3 lavages.  

• Enlever l’aimant et ajouter 20 uL de tampon d’élution (Eau sans nucléase). 

• Vérifier la qualité des ADNc amplifiés sur un Bioanalyzer 2100 avec le kit High-

sensitivity DNA chip 

 

 

SMARTScribe Reverse Transcriptase 2 

dNTP Mix (10mM) 2 

DTT (100mM) 0.5 

Étape Cycle Température (°C) Durée 

1 1 95 1 min 

2 18 

98 10 sec 

65 30 sec 

68 3 min 

3 1 72 10 min 

4 1 4 - 
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5.4. Préparation	de	la	librairie	

Matériel et réactifs :  

- ADNc amplifié pendant l’étape précédente 

- Qubit 3 (HS dsDNA Assay, Thermo Fischer) 

- Nextera XT DNA Library Prep Kit (Illumina) 

o Tampon TD (Tagment DNA Buffer) 

o Tampon ATM (Amplicon Tagment Mix) 

o Tampon NT (Neutralize Tagment Buffer) 

o Tampon NPM (Nextera PCA Master Mix) 

- Nextera XT Index Kit v2 Set A (Illumina) 

- Thermocycleur 

- AMPure XP beads (Beckman) 

- Eau sans nucléase 

- Bioanalyzer 2100 (Agilent) 

- Kit High-sensitivity DNA chip (Agilent) 

- KAPA Library Quantification Kit (Roche) 

 

Protocole :  

• Quantifier l’ADNc amplifié par Qubit et diluer les échantillons à 0,2 ng/µL.  

• Préchauffer le thermocycleur à 55°C. 

• Déposer 1,25µL des échantillons dans une autre plaque 96 puits. 

• Ajouter 2,5 µL de tampon TD. 

• Ajouter 1,25 µL de tampon ATM pour initier la réaction de tagmentation.  

• Incuber 10 minutes à 55°C. 

• Centrifuger rapidement et ajouter immédiatement 1,25 µL du tampon NT pour arrêter 

la réaction. 

• Mélanger avec la pipette et incuber 5 minutes à température ambiante.  

• Centrifuger 1 minute à 800g et ajouter 2,5 µL d’adaptateurs (1,25 µL N7 et 1,25 µL 

S5). 

• Ajouter 3,75 µL du tampon NPM 

• Mélanger avec la pipette et centrifuger 1 minute à 800g. 

• Amplifier les librairies avec le programme suivant : 
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• Ajouter 12,5 µL d’eau sans nucléase aux 12,5 µL d’échantillons dans chaque puits et 

ajouter 20 µL des billes AMPure XP SPRI beads (ratio 0.9 dans le puits). Incuber 30 

minutes à température ambiante. 

• Placer la plaque sur un support magnétique et laver 3 fois avec de l’éthanol à 80 %. 

• Enlever la plaque du support magnétique et éluer les échantillons dans 20 µL d’eau.  

• Vérifier la qualité des librairies sur un Bioanalyzer 2100 avec le kit High-sensitivity 

DNA chip 

• Quantifier les librairies par qPCR avec le kit KAPA Library Quantification (Roche) 

avec le programme suivant :  

 

 

 

 

 

• Calculer la molarité des librairies à partir de la concentration déterminée par qPCR et 

de la taille moyenne des librairies sur le Bioanalyzer 2100.  

• Ajuster la molarité à 2nM puis vérifier par Qubit la concentration finale. Diluer à 

nouveau si nécessaire. 

• Regrouper les librairies dans un même tube. 

• Séquencer les librairies sur un Hiseq4000 avec une stratégie paired-end.  

 

6. Traitement	des	données	de	scRNAseq	
Les données brutes du séquençage sous format fastq ont été nettoyées avec 

Trimmomatic pour enlever les séquences d’adapteurs/index et les régions de mauvaise 

qualité. Les séquences restantes ont été alignées sur le génome de référence hg38 avec STAR 

en utilisant la commande :  

Étape Cycle Température (°C) Durée 

1 1 72 3 min 

2 1 95 30 sec 

3 

12 

95 10 sec 

4 50 30 sec 

5 72 60 sec 

6 1 72 5 min 

Étape Cycle Température (°C) Durée 

1 1 95 5 min 

2 
35 

95 30 sec 

3 60* 45 sec* 
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STAR --outReadsUnmapped Fastx --outSAMtype BAM SortedByCoordinate --outSAMstrandField 

intronMotif --outFilterIntronMotifs RemoveNoncanonical 

.  

La matrice d’expression des gènes a été générée avec FeatureCounts à partir des 

fichiers .bam générés par STAR via la commande : 

 
 $ featureCounts -p -O -T n -a example_genome_annotation.gtf -o example_featureCounts_output.txt 

sorted_example_alignment.bam. 

 

Contrôle qualité 

Le QC a été effectué dans R (v4.2.1) avec le package scater en utilisant trois 

métriques : la taille de la librairie, le nombre de gènes exprimés et le pourcentage de gènes 

mitochondriaux. Les cellules avec des valeurs aberrantes pour chacune de ces caractéristiques 

ont été détectées en fonction de l’écart médian absolu (MAD, absolute median deviation). Les 

cellules avec une valeur supérieure à 3 fois la MAD sont considérées comme aberrantes et 

éliminées de l’analyse. Des limites fixes ont également été utilisées : les cellules avec moins 

de 500 gènes ou plus de 5000 gènes ont été éliminées. Après QC, 508 cellules sur les 1508 

initiales sont retenues. Les échantillons de PS14 à EARLY et INT ont également été retirés de 

l’analyse car le marquage tétramère + s’est avéré non-spécifique (Figure 25, Annexe 3). 

 

 

Figure 25 - Nombre de cellules 
retenues après QC pour chaque 
condition 
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Normalisation et détection des DEG 

La normalisation a été effectuée sur les cellules restantes avec le package scran qui 

implémente une stratégie de déconvolution 437. Les gènes différentiellement exprimés (DEG) 

ont été détectés avec la fonction FindMarkers du package scran avec un test de Wilcoxon non 

apparié. Une p-value corrigée par le FDR inférieur à 0.05 est considérée comme significative.  

 

Réduction de la dimenstion et visualisation des données : 

Les PCA et UMAP ont été générées avec la fonction plotReducedDim du package 

scater. La dimensionnalité des deux jeux de données a été réduite en sélectionnant les 8 

premières composantes principales (PC). Le nombre de PC à garder à été choisi en fonction 

de l’elbow point (point du coude). Puisque les premières PCs capturent la majorité du signal 

biologique celles-ci devraient expliquer plus de variance que les PCs suivantes. Il existe donc 

une diminution rapide de la variance expliquée par chaque PC une fois que l’on dépasse les 

dernières PCs « biologiques ». Cela se manifeste par un coude sur le diagramme d’éboulis 

(scree plot) qui sert de choix pour le nombre de PC à retenir. Les Violin-plot ont été générés 

avec la fonction VlnPlot de Seurat. Les Heatmaps et volcano plot ont été générés avec les 

packages pheatmap et ggplot2. La détection des voies de signalisation a été effectuée avec 

l’algorithme GSEA (Gene Set Enrichment Analysis) du Broad Institute et le package fgsea. 

L’analyse sPLS-DA a été faite avec le package mixOmics 438.  

 
7. Analyse	clonotypique	
Les séquences CDR3 des chaînes α et β du TCR ont été reconstruites à partir des fichiers 

fastq bruts avec MiXCR (bash) en utilisant les paramètres -s has -p rna-seq -

OallowPartialAlignments=true. Brièvement, MiXCR aligne les reads avec les gènes V, D, J 

et C référence du TCR. L’assemblage de multiples séquences permet de reconstruire les 

chaînes du TCR dans leur globalité et d’identifier les régions CDR3 hypervariables 439. Les 

cellules présentant plus d’une chaîne β ont été retirées de l’analyse avec la fonction 

decontaminate de vdjtools (bash). Les CIRCOS plot montrant l’utilisation des gènes du TCR 

ont été générés avec la fonction PlotFancyVJUsage de vdjtools. La représentation de 

l’évolution de la région CDR3 pour les chaînes α et β a été générée avec la fonction 

trackClonotypes du package Immunarch dans R. 
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8. Amplification	et	séquençage	Sanger	de	Gag	et	Nef		
Matériel et réactifs :  

- ADN génomique extrait à partir de PBMC totaux 

- Taq Polymerase ThermoStar 2 (Eurobio) 

- Exosap (Thermo Fischer)  

- Eau sans nucléase 

- Analyseur automatique d’ADN/ARN - QIAxcel 

- Les amorces suivantes pour Gag et Nef (20µM) : 

 

GAG1-First PCR 1st amplicon: 5’-GACTAGCGGAGGCTAGAA-3’ (HXB2 764-781) and 

5’-TTTGGTCCTTGTCTTATGTCCAGA-3’ (HXB2 1635-1658).  

 

GAG2-First PCR 2nd amplicon: 5’-ATAATCCACCTATCCCAGTAGGAGAAATT-3’ 

(HXB2 1544-1572) and 5’-ATGCTTTTATTTTTTCTTCTGTCAATGGC-3’ (HXB2 2621-

2650).  

 

GAG1A-Second PCR: 5’-GACTAGCGGAGGCTAGAA-3’ (HXB2 764-781) and 5’-

GTTCTAGGTGATATGGCCTGATG-3’ (HXB2 1219-1241).  

 

GAG1B-Second PCR: 5’-CACCTAGAACTTTAAATGCATGGGT-3’ (HXB2 1232-1256) 

and 5’-TTTGGTCCTTGTCTTATGTCCAGA-3’ (HXB2 1635-1658).  

 

GAG2A-Second PCR: 5’-ATAATCCACCTATCCCAGTAGGAGAAATT-3’ (HXB2 1544-

1572) and 5’-AGGGGTCGTTGCCAAAGA-3’ (HXB2 2264-2281).  

 

GAG2B-Second PCR: 5’-TCAGAGCAGACCAGAGCCAACAGCCCCA-3’ (HXB2 2136-

2163) and 5’-ATGCTTTTATTTTTTCTTCTGTCAATGGC-3’ (HXB2 2621-2650).  

 

Nef-First PCR: 5’-GCCACAGCCATAGCAGTAGCTGAGGGG-3’ (HXB2 8673-8699) and 

5’-CCAGTACAGGCAAAAAGCAGCTGCTTATA-3’ (HXB2 9511-9540).  

 

Nef-Second PCR: 5’-CCTAGAAGAATAAGACAGGGCTTGGAAAG-3’ (HXB2 8754-

8782) and 5’-ACGCCTCCCTGGAAAGTCCCCAGCGG-3’ (HXB2 9443-9468). 
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Protocole :  

• Préparer le mix et lancer la première PCR d’amplification avec les amorces appro-

priées : 

 

Réactif Volume (µL) 

Reaction Mix 5X 5 

Amorce 5’ 1 

Amorce 3’ 1 

Taq Polymerase 0,25 

Eau sans nucléase 15,75 

ADN 2 

 

• Lancer la deuxième PCR d’amplification avec les amorces appropriées (même mix et 

même programme PCR).  

• Vérifier la pureté et la qualité de l’amplification sur le QIAxcel. 

• Si la qualité est convenable purifier les produits de PCR à partir du kit Exosap : 10µL 

d’échantillon PCR + 4µL d’Exosap. Lancer un cycle PCR à 37°C pendant 15 minutes 

et 1 cycle à 80°C pendant 5 minutes.  

• Lancer la réaction pour le séquençage des amplicons : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

• Séquencer les produits finaux sur un Applied Biosystems 3500 xls Dx Genetic Analyzer 

• Analyser les séquences avec le logiciel IDNS version v3_12_0r1(r32526) Smartgene 

(Figure 26).  

Nbr cycles Temp (°C) Durée 

1 94 7 min 

40 

94 30 sec 

55 (GAG2, NEF) 

62 (GAG1) 
30 sec 

72 1 min 

1 72 7 min 

Nbr cycles Temp (°C) Durée 

1 94 7 min 

40 

94 30 sec 

55 (GAG2, NEF) 

62 (GAG1) 
30 sec 

72 1 min 

1 72 7 min 

Réactif Volume (µL) 

Enzyme Big Dye 1 

Tampon 5X 3,5 

Amorce (3,2µM) 1 

Amplicon 2 

Eau sans nucléase 12,5 
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Figure 26 - Analyse de la séquence de l'épitope FL8 chez l'individu PS14 en 2016. 
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9. Protocole	du	Boosting	
Le modèle du priming est une approche de coculture in vitro à partir de PBMC totaux 

initialement conçue dans notre laboratoire pour étudier l’induction de réponses LT CD8 à 

partir de précurseurs naïfs 440,441. Le rationnel de l’approche repose sur la capacité des DCs à 

induire des réponses LT CD8 en présentant l’antigène via le CMH-I (signal 1), en fournissant 

des signaux de costimulation (signal 2) et en produisant des cytokines inflammatoires (signal 

3). Dans ce modèle l’ajout de cytokines/adjuvants vise à optimiser l’expansion et l’acquisition 

de fonctions effectrices des LT CD8, soit en agissant directement sur ces cellules, soit en 

modulant les fonctions des DCs. L’utilisation de certains adjuvants, comme des agonistes de 

Toll-like receptor (TLR), permet d’augmenter l’immunogénicité de peptides antigéniques en 

imitant des signaux de dangers normalement fournis par des pathogènes 442,443. Ce protocole a 

été adapté pour étudier l’induction de réponses LT CD8 à partir de cellules mémoires 

(Boosting) (Figure 27).  

Plusieurs cytokines et adjuvants ont été présélectionnés en fonction de leur efficacité dans 

le modèle du priming : 

o GMP-AMP cyclique (cGAMP) – agoniste de STING impliqué dans la pro-

duction d’IFN de type I. 

o Ligand de TLR8 (TLR8L) – TRL endosomal impliqué dans la reconnais-

sance d’ARN viraux simple brin. 

o Q-VD-OPH (QVD) – Anti-apoptotique, inhibiteur irréversible de pan-

caspase 444. 

o IL-12 – Cytokine pro-inflammatoire. 

Figure 27 – Représentation schématique du modèle du Boosting 
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o IL-15 – Cytokine impliquée dans la prolifération homéostatique des LT 

CD8 mémoires. 

o IFNα  

 

Matériel et réactifs :  

- Milieu RPMI + 10 % SVF (R10, Life Technologies) 

- Milieu AIM-V (Invitrogen) 

- SVF (Life Technologies) 

- FLT3L (FMS-like tyrosine kinase 3 ligand, Gibco) 

- Peptides viraux: SLYNTVATL (SL9/HLA-A*0201), QVPLRPMTYK (QK10/HLA-

A*0301), RLRPGGKKKY (RY10/HLA-A*0301), EIYKRWII (EI8/HLA-B*0801), 

FLKEKGGL (FL8/HLA-B*0801), KAFSPEVIPMF (KF11/HLA-B*5701), 

RPMTYKAAL (RL9/HLA-B*07), IPRRIRQGL (IL9/HLA-B*07) et TSTLQEQIGW 

(B57 TW10/HLA-B*5701) (Biosynthesis, > 95 % de pureté). 

- Cytokine et adjuvant prédéterminés 

- Plaque 48 puits (Dutscher) 

 

Protocole 

• J0 :  Les PBMC sont resuspendus dans du milieu AIM-V supplémenté de FLT3L à 50 

ng/mL à raison de 4.106 de cellules/mL. Disposer de 250 uL de la solution dans une 

plaque 48 puits de manière à déposer 1.106 de cellules par puits.  

• J1 : La maturation des DCs est induite par l’ajout de cytokines ou adjuvants prédéter-

minés (cGAMP – 10µg/mL, TRL8L – 1µg/mL, QVD – 10µM, IL-12 – 100ng/mL, IL-

15 – 100ng/mL, IFNα – 100ng/mL). En fonction du HLA du patient, le peptide immu-

nodominant de VIH-1 est ajouté en même temps à une concentration finale de 0,1 µM. 

• J2 : Ajouter du SVF dans chaque puits (10 % du volume du puits).  

• J5 et J8 : Changer le milieu par du R10 frais.  

• J11 : Récolter et marquer les cellules de chaque puits séparément pour une analyse par 

cytométrie en flux selon le protocole décrit dans la partie 2.2. Marquage intracellu-

laire avec les anticorps suivants : 

o Anticorps de surface : CD8 (APC-Cy7, BD Biosciences), CD45RA 

(PCPCy5.5, eBioscience), CCR7 (PECy7, BD) 



125	
 

o Anticorps intracellulaire : Perforine (FITC, Ozyme), Tbet (eFluor 660, 

eBioscience), GzmB (V450, BD) 

 

10. Analyses	statistiques	et	packages	R/bash	utilisés	
Les expériences de cytométrie en flux ont été analysées avec GraphPad Prism 9 (version 

9.0.0). La significativité a été évaluée avec un test de Mann-Whitney. Les versions suivantes 

des packages disponibles dans R ont été utilisées : SingleCellExperiment (v1.18.0), scran 

(v.1.20.1), Seurat (v.4.1.1), pheatmap (v.1.0.12), ggplot2 (v.3.3.6), fgsea (v.1.22.0), 

mixOmics (v6.20.0) et Immunarch (v0.7.0). Les versions suivantes des packages disponibles 

dans bash ont été utilisées : MiXCR (v3.0.13), vdjtools (1.2.1), Trimmomatic (v0.39) et 

STAR (v2.7.0) 

 

  

 

 

 

 

.  
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Chapitre	III	:	

RÉSULTATS	
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1. Reconstitution	 immunitaire	des	 individus	de	 la	 cohorte	 IMMUNOCO	après	
des	années	de	traitement	

 

Le suivi des individus de la cohorte est divisé en 3 time-points (TP) appelé EARLY 

(« précoce »), INT (« intermédiaire ») ou LATE (« tardif ») en fonction du temps d’infection 

depuis le diagnostic. La majorité des individus sont non traités à EARLY, traités par 

monothérapie peu efficace à INT, et traités efficacement par trithérapie depuis 15 ans en 

médiane à LATE. L’accès aux données cliniques des individus de la cohorte nous permet de 

suivre l’évolution de la charge virale entre Janvier 1996 et Octobre 2017 pour 19 des 20 

individus de la cohorte. Après introduction de la trithérapie, quelques individus ont continué à 

présenter des épisodes de réplication virale pendant plusieurs années avant d’établir un 

contrôle durable jusqu’à LATE (Figure 28A, Annexe 1). 

 

Pour quantifier le contrôle de la virémie nous avons mesuré le temps entre LATE et le 

dernier épisode majeur de réplication virale (définie arbitrairement comme une charge virale 

supérieure à 1000 copies/mL). En médiane le dernier épisode de réplication virale majeur est 

intervenu 11,6 ans en amont de LATE, suggérant un contrôle efficace de la virémie pendant 

plus d’une décennie (Figure 28B).  Il est important de noter que les individus de la cohorte 

sont hétérogènes au regard du contrôle de la virémie. Grâce au traitement, certains ont 

maintenu une charge virale indétectable pendant plus de 20 ans (PS228, PS07) tandis que 

d’autres ont présenté des épisodes de réplication virale récents (PS208, PS01). L’individu 

PS23 est un cas particulier car celui-ci n’a jamais contrôlé durablement la réplication virale au 

cours du suivi. Sa virémie a d’ailleurs atteint la valeur maximale (6,58 log copies/mL) 

mesurée sur l’ensemble du suivi en 2013, à peine 4 ans avant LATE (Annexe 1).  
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Compte tenu des différences de traitement aux différents points du suivi nous avons 

cherché à évaluer l’étendue de la reconstitution immune à LATE, après des années de 

traitement sous trithérapie. Nous observons dans un premier temps une diminution de 

l’expression de CD38 par les LT CD8 à LATE (p < 0.0001) (Figure 29A). CD38 est un 

marqueur d’activation dont l’expression par les LT CD8 corrèle directement avec la charge 

virale plasmatique 445. Une diminution de l’expression de CD38 à LATE est évocatrice d’un 

Figure 28 - Évolution de la virémie des patients de la cohorte IMMUNOCO. (A) Évolution de la virémie entre 

Janvier 1996 et Octobre 2017 de 4 individus représentatifs de la cohorte IMMUNOCO (PS03, PS24, PS222 et 

PS240). La zone bleue correspond à LATE et la zone jaune à INT. EARLY n’est pas représenté car situé en 

amont des premières mesures de détection de la charge virale. (B) Nombre d’années entre LATE et le dernier 

épisode majeur de réplication virale (défini à 1000 copies /mL). 
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contrôle de la réplication virale après introduction de la trithérapie. Par ailleurs, la réplication 

virale importante pendant les premières années du suivi à EARLY et INT est marquée par des 

comptes faibles de LT CD4, bien inférieurs à la limite basse normale de 500 cellules/mm3 

(250 et 251 cellules/mm3 respectivement). L’introduction et le maintien de la trithérapie 

pendant des années permet, en contrôlant durablement la réplication virale, de normaliser 

significativement le compte CD4 à LATE (780 cellules/mm3, p < 0.001). Ce rétablissement 

des LT CD4 concerne à la fois les cellules CD4 naïves (p = 0.004 et p < 0.001) mais 

également les cellules CD4 mémoires (p < 0.001 et p < 0.001) (Figure 29A). Bien que le 

compte LT CD4 affichés à LATE soit hétérogène (variant entre 1500 et 390 cellules/mm3), 

l’intégralité de la cohorte à l’exception de 3 individus maintient un compte LT CD4 supérieur 

à 500 cellules/mm3. L’un des 3 individus sous la barre des 500 cellules/mm3 est d’ailleurs 

celui qui n’a jamais contrôlé sa charge virale durablement. On distingue également une 

normalisation partielle du ratio CD4/CD8 à LATE par comparaison avec EARLY et INT 

(ratio médian de 0.39, 0.31 et 0.78 pour EARLY, INT et LATE respectivement, p = 0.02 & p 

< 0.001) qui ne dépend pas d’une contraction du compartiment LT CD8 car ce dernier reste 

stable tout au long du suivi (Figure 29B). 

 
Figure 29 – Diminution de l’activation immunitaire, restauration des LT CD4 et normalisation du ratio 
CD4:CD8 chez les individus de la cohorte IMMUNOCO. (A) De gauche à droite : Expression de CD38 par les 

LT CD8 mémoires, compte LT CD4 totaux, compte CD4 naïfs, compte CD4 mémoires. Exprimé en cellules/mm3 

de sang. EARLY n = 14, INT n = 15, LATE n = 20. (B) Compte LT CD8 totaux (cellules/mm3 de sang, EARLY n 

= 9, INT n = 10, LATE n = 20) et ratio CD4:CD8. La significativité a été évaluée avec un test de Mann-Whitney. 
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En plus d’induire une déplétion majeure des LT CD4, la réplication non contrôlée de 

VIH-1 altère la composition de la réponse LT CD8 en biaisant la distribution des sous-

populations de LT CD8 mémoires vers des populations hautement différentiées définies par 

l’expression de CD57 et l’absence d’expression de CD28. Ces cellules ont des télomères plus 

courts, une production d’IL-2 réduite et sont décrites comme approchant de la senescence. Un 

phénomène similaire a été observé pour les LT CD4 mais d’une manière moins prononcée : 

l’accumulation de cellules CD28- est moins évidente dans ce compartiment 51. Plusieurs 

travaux ont montré que ce phénomène est dépendant de l’activation immunitaire chronique, 

elle-même associée à la réplication du virus et à d’autre infections persistantes comme CMV. 

Compte tenu des différences de traitement entre les différents points du suivi, nous avons 

émis l’hypothèse que le traitement à long terme des individus de la cohorte IMMUNOCO à 

LATE serait associé à une diminution de la fréquence de cellules hautement différenciées en 

faveur de cellules exprimant CD28. Nous avons donc mis au point un panel de cytométrie en 

flux pour caractériser les différentes sous-populations lymphocytaires sur la base de 

l’expression des marqueurs CCR7, CD45RA, CD28, CD27, CD95 et CD57. Le compartiment 

mémoire des LT CD8 et LT CD4 a été séparé en 5 sous-populations en fonction de 

l’expression différentielle de CD28 et CD57. On distingue du moins vers le plus différentié : 

CM, EM CD28+, EM CD28-57-, EM CD57+ et les TEMRA (Figure 30A). 

 

Nous observons une distribution stable des sous-populations mémoires du 

compartiment LT CD4 au cours du suivi. La seule modification significative est une 

augmentation du pourcentage de CM à LATE par comparaison avec INT (47,6% et 36,7% en 

médiane à LATE et INT respectivement. p = 0.04) (Figure 30B). En revanche, la distribution 

des sous-populations de LT CD8 mémoires est largement modifiée. Les premières années du 

suivi (EARLY et INT) sont caractérisées par une prédominance de EM CD57+ et EM CD28-

/57-. Après des années de traitement ces populations sont significativement réduites à LATE 

qui au contraire montre un enrichissement de cellules effectrices exprimant CD28 (7,6%, 6% 

et 22,3% à EARLY INT et LATE. p < 0.0001)  (Figure 30C). Conjointement avec la 

normalisation du compte LT CD4 et du ratio CD4 :CD8, ces résultats témoignent d’une 

reconstitution immune efficace chez la plupart des individus de la cohorte IMMUNOCO.  
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Figure 30 - Caractérisation des sous-populations mémoires des LT CD8 et LT CD4 . (A) Stratégie de gating 

pour définir les 5 sous-populations mémoires majeures : les CM, EM CD28+, EM CD28-CD57-, EM CD57+ 

nonTEMRA et les TEMRA. Distribution des sous-populations mémoires de LT CD4 (B) et LT CD8 (C) au sein de la 

population mémoire totale à EARLY, INT et LATE. La significativité a été évaluée avec un test de Mann-Whitney (* p 

< 0.05, *** p < 0.001, **** p < 0.0001). * = significatif par rapport à EARLY, * = significatif par rapport à INT, * = 

significatif par rapport à LATE 
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2. Vieillissement	immunitaire	des	individus	de	la	cohorte	IMMUNOCO	
 

La reconstitution immune efficace chez les individus de la cohorte IMMUNOCO est 

une observation encourageante et atteste de la capacité du traitement à contrôler la charge 

virale de manière durable. Toutefois, il est important de prendre en compte le vieillissement 

naturel de ces individus. En effet, la durée exceptionnellement longue du suivi de la cohorte 

IMMUNOCO est accompagnée d’un vieillissement significatif. L’âge médian à LATE est de 

61,5 ans et 3 individus ont plus de 74 ans (74, 78 et 78 ans pour PS111 et PS228 et PS24 

respectivement) (Figure 31A). En conséquence, nous avons cherché à évaluer l’impact du 

vieillissement sur différents paramètres immunologiques dont l’évolution avec l’âge est 

connue. La fréquence de cellules naïves est par exemple un très bon indicateur de « l’âge 

immunologique » 51. Nous observons à LATE une diminution significative de la proportion de 

LT CD4 naïfs (p = 0.01) (Figure 31B). Pour éviter un biais potentiel induit par la réplication 

massive virale et la déplétion des LT CD4 pendant les premières années du suivi, nous avons 

également évalué la fréquence des LT CD8 naïfs. D’une manière générale les LT CD8 sont 

plus sensibles aux altérations immunitaires induites par l’âge et constituent un meilleur 

marqueur du vieillissement. Nous observons que la fréquence et le nombre absolu de LT CD8 

naïfs sont également diminués à LATE (p = 0.05) (Figure 4C). D’une manière notable, la 

proportion et le compte de LT CD8 naïfs à LATE sont similaires à ceux observés chez des 

individus séropositifs (OLD HIV) ou séronégatifs (OLD HD) plus âgés (supérieurs à 75 et 65 

ans respectivement) (Figures 31C&D).  

 

Pour confirmer nos observations nous avons cherché à mesurer la taille des télomères, 

un autre paramètre associé au vieillissement. Les télomères s’érodent progressivement après 

chaque division cellulaire et l’âge est associé à une accumulation de cellules avec des 

télomères courts, incapables de proliférer. Cet aspect de la biologie du vieillissement est 

d’autant plus pertinent que l’infection à VIH-1 est capable d’accélérer ce processus 446. Nous 

avons donc mesuré l’impact du vieillissement sur la taille des télomères de plusieurs sous-

populations immunitaires incluant les progéniteurs hématopoïétiques (HPC), les LT CD4 et 

CD8 naïfs ainsi que les LT CD8 mémoires CD57+ (M57+). Les HPC dérivent des cellules 

souches hématopoïétiques et sont un stade précoce du développement lymphocytaire. Ces 

cellules représentent donc les ressources immunitaires primaires et sont caractérisées par des 

télomères plus grands que ceux des lymphocytes matures dans la périphérie 435. A l’inverse 

les M57+ sont des cellules hautement différentiées avec des télomères courts approchant de la 
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senescence réplicative 447. Conjointement ces deux types cellulaires nous offrent une 

comparaison pour évaluer la taille des télomères des LT CD8 et CD4 naïfs. Conformément à 

nos attentes, les adultes sains (AS) inclus comme contrôle (âge médian à 32 ans) (Figure 31E, 

vert) montrent des LT CD8 naïfs avec des télomères plus grands que leur équivalent chez les 

individus de la cohorte IMMUNOCO. De la même manière nous observons que les M57+ ont 

des télomères plus courts que leurs LT CD8 naïfs associés, aussi bien pour les AS (p = 0.004) 

que pour les individus IMMUNOCO (p = 0.002, p = 0.008 et p = 0.05 à EARLY, INT et 

LATE respectivement) (Figure 31E). En revanche, au fur et à mesure du suivi, les télomères 

des LT CD8 naïfs des individus IMMUNOCO approchent les M57+ au regard de la taille 

(8.03, 7.79 et 7.82 kb en médiane à EARLY, INT et LATE respectivement). Bien que non 

significatif, il semble exister une tendance à la diminution de la taille des télomères des LT 

CD8 naïfs avec les années (Figure 31E). Par ailleurs, les HPC et les LT CD4 naïfs des 

individus IMMUNOCO montrent eux aussi des télomères considérablement réduits (Figure 

31F).  

 

Conjointement, la fréquence diminuée des compartiments LT CD4 et CD8 naïfs ainsi 

que la diminution de la taille des télomères est évocatrice d’un vieillissement immunitaire 

significatif des individus de la cohorte IMMUNOCO.  
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Figure 31 – Vieillissement immunitaire des individus de la cohorte IMMUNOCO. (A) Vieillissement des 

individus de la cohorte IMMUNOCO (B) Proportion de cellules naïves (gauche) et mémoires (droite) au sein 

des LT CD4 totaux. EARLY n = 19, INT n = 15, LATE n = 20 (C) Comptes et (D) pourcentage de LT CD8 naïfs 

des individus IMMUNOCO comparé à des individus séropositifs plus âgés (OLD HIV, > 75 ans)) ou 

séronégatifs plus âgés (OLD HD, >65 ans). La significativité a été évaluée avec un test de Mann-Whitney. (C- 

EARLY n = 19, INT n = 15, LATE n = 20, OLD HIV n = 18, OLD HD n = 13; D - EARLY n = 9, INT n = 10, 

LATE n = 20, OLD HIV n = 18, OLD HD n = 13) (E) Comparaison de la taille des télomères de LT CD8 naïfs et 

LT CD8 mémoires CD57+ entre des adultes sains (AS, vert) et les individus de la cohorte IMMUNOCO à 

EARLY (rouge), INT (orange) et LATE (bleu). JAS n = 9, EARLY n = 10, INT n = 10, LATE n = 10. (F) Taille 

des télomères des progéniteurs hématopoïétiques (CD34+) et des LT CD4 naïfs des individus IMMUNOCO à 

EARLY, INT et LATE (n = 10). 
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3. Caractérisation	phénotypique	de	la	réponse	LT	CD8	spécifiques	du	virus	
 

Au vu du vieillissement significatif du compartiment immunitaire des individus de la 

cohorte IMMUNOCO, nous avons cherché à évaluer l’état de la réponse LT CD8 spécifique 

du virus après 25 ans d’évolution naturelle et sous traitement de l’infection. Pour y parvenir 

nous disposions de tétramères permettant de détecter les réponses LT CD8 spécifiques de 9 

épitopes viraux répartis sur les protéines virales Gag, Nef et Env. La séquence et la protéine 

d’origine des épitopes étudiés sont indiquées dans le tableau 2 (Matériel et Méthodes). Sur 

l’ensemble de la cohorte, 11 individus présentaient un HLA compatible avec l’utilisation de 

nos tétramères. Le marquage des PBMCs des individus de la cohorte avec les tétramères a 

permis de détecter 13 réponses distinctes réparties sur 8 individus (Annexe 2). Un exemple 

représentatif d’une réponse LT CD8 spécifique de EI8 est montré Figure 32A.  

 

Nous observons une diminution de la fréquence de LT CD8 tétramères + à LATE par 

comparaison avec EARLY (0.05 % vs 0.008 % des LT CD8 totaux en médiane, p = 0.05) 

(Figure 32B). Cette observation est en accord avec la littérature qui suggère des réponses 

réduites mais toujours détectables ex vivo même après des années de traitement 393,394. Le rôle 

protecteur des HLA-I est largement décrit dans le contexte de l’infection à VIH-1. Certains 

HLA-I sont associés à une progression plus lente de la maladie (B*57) et d’autres, au 

contraire, favorisent la progression (B*35). Nous avons donc cherché à évaluer l’impact du 

HLA sur la fréquence et le maintien d’une réponse LT CD8 spécifique du virus au cours du 

temps. D’une manière intéressante la fréquence des réponses spécifiques du virus est plus 

importante lorsque restreinte par un HLA-B, indépendamment du TP considéré. Les réponses 

restreintes par B*07 font exception puisqu’une seule réponse de faible magnitude a été 

détectée à EARLY sur l’ensemble de la cohorte (Figure 32C gauche). Lorsque les réponses 

sont stratifiées en fonction du suivi, il est possible d’observer que EARLY et INT présentent 

des réponses restreintes par la majorité des HLA présents dans la cohorte, sans qu’aucun 

enrichissement de HLA ne soit évident. A l’inverse, la majorité des réponses toujours 

détectables à LATE sont restreintes par les HLA-B*57 et B*08 (Figure 32C droite). En l’état 

il n’est pas clair si ces observations sont biaisées par le choix des épitopes associés à chaque 

HLA ou s’il existe bel et bien une capacité supérieure des HLA-B*57 et B*08 à maintenir une 

réponse LT CD8 spécifique du virus au cours du temps.  
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Nous avons ensuite appliqué le panel de cytométrie utilisé précédemment sur les LT 

CD8 et CD4 mémoires pour caractériser l’état de différenciation, d’activation et de 

sénescence des LT CD8 spécifiques du virus après des années de traitement (Figures 30A et 

33A).  Les LT CD8 spécifiques du virus montrent une expression réduite de CD38 à LATE 

par comparaison avec EARLY et INT (p = 0.02 et p = 0.01). De la même manière que pour 

les LT CD8 mémoires totaux, cette observation souligne la capacité du traitement à limiter 

l’activation immunitaire chronique en contrôlant la réplication charge virale.  Les marqueurs 

de différenciation CCR7 et CD45RA sont faiblement exprimés indépendamment du TP, 

suggérant que les LT CD8 spécifiques du virus maintiennent un profil effecteur mémoire tout 

au long du suivi. L’expression de CD27 possède une cinétique particulière par comparaison 

avec les autres marqueurs de différenciation. La majorité des LT CD8 spécifiques du virus 

Figure 32 – Fréquence des réponses LT CD8 spécifiques du virus au cours du temps. (A) Marquage 

représentatif d’une réponse tétramère + à EARLY, INT et LATE (réponse B*08-EI8 de PS24). (B) Fréquence des 

réponses LT CD8 spécifiques du virus au sein de la population LT CD8 totale. EARLY n =21, INT n = 11 and 

LATE n = 21. (C) Impact du HLA sur la fréquence des réponses LT CD8 spécifiques du virus indépendamment du 

TP (gauche) et stratifié en fonction du TP (droite). Les pointillés représentent la limite de détection des 

populations tétramères +. Chaque point représente une population LT CD8 tétramère+ distincte. La barre indique 

la médiane. La significativité a été évaluée avec un test de Mann-Whitney. 
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sont CD27+ à EARLY avant d’en perdre l’expression quelques années plus tard à INT (p = 

0.01). Après des années de traitement efficace, l’expression de CD27 à LATE retourne à son 

niveau initial au début du suivi (p = 0.06) (Figure 33C). De manière surprenante, nous 

observons que les LT CD8 spécifiques du virus ont une expression réduite de CD57 (p = 0.11 

et p = 0.03) et une expression accrue de CD28 (p = 0.03 et p = 0.04) à LATE, suggérant que 

ces cellules sont moins sénescentes et moins différentiées après des années de traitement 

(Figure 33B). L’expression accrue de CD28 rappelle une caractéristique des LT CD8 

spécifiques de VIH-2 qui présentent des propriétés antivirales robustes tout en maintenant un 

profil peu différentié 448–450. Ces données phénotypiques laissent suggérer qu’après des années 

de traitement les LT CD8 spécifiques du virus, au lieu de présenter un profil de plus en plus 

sénescent et différencié, ont au contraire préservé un certain potentiel de jeunesse, malgré un 

vieillissement marqué du compartiment immunitaire.  

 

Figure 33 – Caractérisation phénotypique des LT CD8 spécifiques du VIH-1 au cours du temps. (A) 

Stratégie de gating pour évaluer l’expression de CD38, CD28 et CD57 sur une réponse tétramère +. (B) 

Expression de CD28, CD38 et CD57 par les LT CD8 tétramères +. (C) Expression de CD27, CCR7 et 

CD45RA par les LT CD8 tétramères +. EARLY n = 11, INT n = 6, LATE n = 8. Chaque point représente une 

population LT CD8 tétramère+ distincte. La barre indique la médiane. La significativité a été évaluée avec un 

test de Mann-Whitney. 
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4. Caractérisation	transcriptomique	de	la	réponse	LT	CD8	spécifiques	du	virus	
 

Notre objectif suivant fut de caractériser les LT CD8 spécifiques du VIH à un degré 

supérieur que ne permet pas l’étude du phénotype par cytométrie en flux. Toutefois, la taille 

des populations LT CD8 tétramères + est un inconvénient majeur. Bien que ces populations 

soient hétérogènes en termes de taille, peu d’entre elles dépassent les 0,1 % des LT CD8 

totaux à LATE. A titre d’exemple, la population tétramère + la plus importante détectée au 

sein de la cohorte IMMUNOCO, celle spécifique de FL8 chez PS24, composée de 940 

cellules (dans 107 PBMCs) à EARLY, n’est composée que de 106 cellules (dans 107 PBMCs) 

à LATE (Annexe 3). Il est donc impossible de procéder à une caractérisation fonctionnelle de 

ces cellules. En revanche, certaines technologies de scRNAseq offrent la possibilité de 

caractériser le transcriptome de populations rares comme les nôtres. Nous nous sommes donc 

tournés vers la technologie SMARTseq, qui à l’inverse des technologies de scRNAseq 

courantes (10X notamment), ne nécessite pas une quantité initiale importante de cellules.  

 

Nous avons tout d’abord sélectionné parmi la cohorte les individus les plus pertinents pour 

le scRNAseq en fonction de la fréquence des réponses LT CD8 tétramères à chaque TP et de 

la disponibilité en échantillon. Quatre individus ont ainsi été sélectionnés pour séquencer 5 

réponses LT CD8 spécifiques de différents épitopes : A*02-SL9 pour PS212, A*03-QK10 de 

PS14, B*08-EI8 et B*08-FL8 de PS24 et B*57-KF11 de PS03 (Annexe 3). Nous avons 

également inclus les échantillons de deux individus contrôleurs infectés par VIH-2 (JFFT et 

XQXH) en tant que contrôle d’une réponse efficace face à une infection rétrovirale (réponse 

B*53-TL9). Pour chaque réponse à chaque TP nous avons trié et séquencé entre 50 et 95 

cellules. L’objectif de l’expérience de scRNAseq est double : d’une part caractériser 

l’évolution du transcriptome des réponses LT CD8 spécifiques du virus au cours du temps, et 

d’autre part, séquencer le TCR sur les régions CDR3 des chaînes α et β pour glaner des 

informations sur l’évolution clonotypique en parallèle du transcriptome (Figure 34). 

 

Malheureusement, l’étude d’échantillons historiques vieux de 30 ans vient avec un prix : 

celui de la qualité. Une grande partie des cellules séquencées n’ont pas passé l’étape du 

contrôle qualité après séquençage. De plus, le marquage tétramère des échantillons de PS14 

s’est avéré largement non-spécifique pour les réponses à EARLY et INT (Annexe 3). Sur la 

totalité des 1508 cellules initialement triées et séquencées, seules 508 ont pu être analysées. 
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En conséquence, une analyse complète du transcriptome a pu être réalisé uniquement pour les 

réponses B*08-EI8 et B*08-FL8 de PS24 et B*57-KF11 de PS03.  

 

4.1	 Les	 réponses	 LT	 CD8	 spécifiques	 du	 virus	 à	 EARLY	 et	 LATE	 ont	 des	 transcriptomes	

distincts.	

 

Les réponses B*08-EI8, B*08-FL8 et B*57-KF11 proviennent de deux individus distincts, 

sont restreintes par des HLA différents et ne contiennent pas le même nombre de cellules 

chacune. Pour éviter un biais associé à l’un de ces paramètres, l’analyse transcriptomique a 

été réalisée séparément pour PS24 et PS03. Une analyse en composante principale (PCA) 

révèle des groupes de cellules avec des transcriptomes distincts correspondant aux TP 

EARLY et LATE, aussi bien pour PS03 que pour PS24 (Figure 35A). La différence est 

particulièrement marquée pour PS03 ou la séparation des cellules EARLY et LATE intervient 

sur la première composante principale (PC1) expliquant 7 % de la variance. La séparation de 

EARLY et LATE chez PS24 intervient sur la PC2 expliquant 2 % de la variance. La 

dimension des données a ensuite été réduite en sélectionnant les 8 premières composantes 

principales pour retenir le maximum de signal biologique tout en filtrant le bruit indésirable 

Figure 34 - Représentation schématique de la stratégie du scRNAseq 
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qui caractérise les données de scRNAseq. Après réduction de la dimension, une visualisation 

des données par Uniform Manifold Approximation and Projection (UMAP) permet de 

discriminer les LT CD8 de EARLY et LATE pour les deux individus (Figures 35B&C).  On 

observe pour PS24 que la discrimination entre EARLY et LATE s’opère indépendamment de 

la spécificité pour EI8 ou FL8, suggérant que les deux groupes de cellules ont un 

transcriptome relativement similaire (Figure 35B droite). En conséquence, les deux groupes 

de cellules sont fusionnés pour le restant des analyses. Conjointement ces résultats indiquent 

que les transcriptomes des LT CD8 spécifiques du virus diffèrent entre EARLY et LATE.  

Figure 35 – PCA et visualisation de la distribution du transcriptome des LT CD8 spécifiques du virus 
pour PS24 et PS03. (A) PCA du transcriptome des réponses B*08-EI8 et B*08-FL8 de PS24 et de la réponse 

B*57-KF11 de PS03, colorées en fonction du TP. (B) UMAP des réponses B*08-EI8 et B*08-FL8 de PS24 

colorées en fonction du TP (gauche) ou de la spécificité (droite). (C) UMAP de la réponse B*57-KF11 de PS03 

coloré en fonction du TP. 
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4.2	Les	profils	transcriptomiques	des	réponses	EARLY	et	LATE	sont	respectivement	associés	
à	l’épuisement	et	à	la	stemness 
 

 L’analyse des gènes différentiellement exprimés (DEG) révèle 362 et 372 gènes 

différentiellement exprimés entre EARLY et LATE pour PS24 et PS03 respectivement. Au 

sein de ces gènes, l’estimation du log Fold Change (logFC) permet d’identifier ceux fortement 

associés à EARLY (défini par un log FC inférieur à -1) et à LATE (défini par un log FC 

supérieur à 1) (Figures 36A&B).   

Figure 36 - Volcano plot des gènes différentiellement exprimés entre EARLY et LATE pour PS24 et PS03. (A) 

Volcano plot des DEG entre EARLY et LATE.  L’axe x représente le log FoldChange (log FC) et l’axe y représente la 

significativité après correction par le FDR (False Discovery Rate). Les gènes avec un log FC < -1 (fortement exprimé à 

EARLY) sont encadrés en rouge, les gènes avec un log FC > 1 (fortement exprimé à LATE) sont encadrés en bleu. (B) 

Heatmap des gènes fortement exprimés à EARLY et LATE pour PS24 (gauche) et PS03 (droite). 
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 Par souci de clarté et pour éviter une forme de redondance, les figures suivantes se 

concentrent sur PS24. Des figures similaires pour l’analyse de la réponse B*57-KF11 de PS03 

sont présentées dans l’annexe 4. Parmi les gènes qui caractérisent les réponses B*08-FL8 et 

B*08-EI8 à EARLY figurent Ly6e, Cemip2, Ifi44l, Ifi6, Riok3 ou encore Ifitm1 suggérant 

l’existence d’une signature interféron (IFN). Ces cellules sont également caractérisées par 

l’expression de récepteurs d’inhibition (Prdm1, Adgrg1), de gènes associés à l’inhibition de la 

réponse LT CD8 (Peli1, Sla2, B3gnt2) et du facteur de transcription Tox dont l’expression a 

été associée avec l’épuisement des LT CD8. A l’inverse la majorité des gènes exprimés à 

LATE sont des marqueurs de différenciation précoce associés avec l’autorenouvellement et la 

survie (« stemness ») : Il7r, Cxcr4, Gzmk, Ccr7, Sell, Bcl6, Klf2 (Figure 37). Ces observations 

ont été confirmées chez PS03 pour qui la réponse B*57-KF11 à EARLY est également 

caractérisée par l’expression de gènes associés à la réponse IFN (Ifi27, Ifi44l, Ifi6, Isg15) et 

aux récepteurs d’inhibition (Prdm1, Havcr2) tandis que la même réponse à LATE exprime 

des gènes additionnels associés à un profil de différenciation précoce et à la stemness (Tcf7, 

Il7r, Nell2) (Annexe 4).  

Figure 37 – Violins-plots de gènes clés différentiellement exprimés entre EARLY et LATE pour PS24. 
Violins-plots de gènes associés à l’épuisement et à l’inhibition (haut), signalisation IFN (milieu) et stemness (bas) 

des LT CD8. Les violins-plots représente la courbe de densité de probabilité des différentes valeurs. Les violins-

plots en rouge et bleu correspondent à EARLY et LATE respectivement. Chaque point représente une cellule. La 

significativité a été évaluée par un test de Wilcoxon non appariée. La p-value après correction FDR est indiquée 

(* P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001, **** P < 0.0001).  
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Pour valider nos résultats nous avons appliqué l’algorithme GSEA (Gene Set 

Enrichment Analysis) sur les bases de données de Réactome (2601 voies de signalisation) et 

Hallmarks (50 voies de signalisation) pour identifier les voies de signalisations biologiques 

associées à EARLY ou à LATE. En cumulé, les bases de données de Réactome et Hallmarks 

nous permettent de comparer les transcriptomes de nos échantillons à plus de 2650 voies de 

signalisations distinctes. Nous avons également inclus des voies de signalisation créées 

manuellement contenant les signatures géniques de LT CD8 CM ou EM notamment. Nous 

observons 50 et 38 voies de signalisations associées à EARLY et LATE respectivement pour 

PS24 (FDR < 0.20). Les plus significatives sont représentées dans la Figure 38A. D’une 

manière importante l’analyse GSEA permet de valider nos précédentes observations en 

montrant que les LT CD8 à EARLY sont caractérisés par une signature IFN et l’expression de 

molécules co-inhibitrices. On distingue également que les voies de signalisation de l’apoptose 

et de la stabilisation de p53 sont associées à EARLY, suggérant une susceptibilité supérieure à 

l’apoptose et à la mort cellulaire dans les premières années du suivi. Enfin, la signature 

transcriptomique à EARLY est similaire à celle de LT CD8 exprimant le marqueur de 

différenciation terminale KLRG1 (Figure 38B). Ces résultats argumentent en faveur d’un 

profil effecteur associé à l’épuisement des LT CD8 spécifiques du VIH à EARLY. Ces 

signatures sont absentes des cellules à LATE qui au contraire montrent un transcriptome de 

cellules moins différentiées : leur signature est proche de celle de LT CD8 CM. On retrouve 

également à LATE des voies de signalisations associées à la traduction et à la machinerie 

protéique (Translation initiation, rRNA Processing) (Figure 38C). La comparaison EARLY et 

LATE pour la réponse B*57-KF11 de PS03 génère des résultats similaires. On observe que 

les voies de signalisation associées à la réponse IFN, l’apoptose, la stabilisation de p53 et 

l’expression de molécules co-inhibitrices sont enrichies à EARLY tandis que LATE est 

caractérisé par une signature proche des LT CD8 CM. Il est important de préciser qu’on ne 

distingue pas de signature associée à la traduction et à la machinerie protéique chez PS03 à 

LATE. Cette caractéristique semble spécifique aux réponses B*08-EI8 et FL8 de PS24 

(Annexe 4).   

 

Ainsi l’analyse transcriptomique des réponses LT CD8 à EARLY et LATE révèle deux 

profils différents : l’un marqué par l’expression de récepteur d’inhibition et un profil LT CD8 

effecteur associé à l’épuisement, et l’autre associé à un profil de différenciation mémoire 

précoce et à la stemness des LT CD8 malgré un vieillissement significatif du compartiment 

immunitaire.  
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Figure 38 - Voies de signalisation associées à EARLY et LATE identifiées par GSEA. (A) Top 54 voies de 

signalisation issues des bases de données Réactome et Hallmarks associées à EARLY (rouge) ou LATE (bleu). 

L’axe x représente le score d’enrichissement normalisé (NES). Seuil de détection : FDR < 0.2 et NES > 1.5. (B) 

Enrichissement à EARLY des voies de la signalisation IFN, de l’expression de molécules inhibitrices, de 

l’apoptose, de la stabilisation de p53 et d’une signature effectrice. (C) Enrichissement à LATE des voies de 

signalisation associées à la machinerie protéique et la traduction ainsi qu’à la signature Centrale Mémoire.  
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4.3	Les	réponses	LT	CD8	spécifiques	à	LATE	ont	une	signature	transcriptomique	proche	de	

celle	trouvée	chez	les	contrôleurs	

 

Nous avons ensuite cherché à comparer les signatures détectées à EARLY et LATE avec 

celles de progresseurs et d’EC VIH-1 déjà publiées. Pour y parvenir l’étude de Quigley et al 

est particulièrement pertinente : les auteurs ont comparé le transcriptome de LT CD8 

spécifique de Gag entre 19 individus progresseurs non traités et 24 EC. Dans cette étude les 

auteurs montrent une différence significative du transcriptome entre les deux groupes. En 

effet, les progresseurs sont caractérisés par une expression accrue de gènes liés à la réponse 

IFN et à l’expression de molécules du CMH-I (cohérant avec une charge virale élevée chez 

ces individus) tandis que les EC montrent une expression accrue de gènes liés à la machinerie 

protéique et à la traduction 451. Conformément à nos attentes, le transcriptome des LT CD8 à 

EARLY est remarquablement similaire à celui d’individus progresseurs non traités (PS24 : 

NES = 1.77 & p = 7.6e-4 – PS03 : NES = 2.2 & p = 3.5e-9). La majorité des gènes impliqués 

dans cette signature sont associés aux récepteurs d’inhibition (Adgrg1, Prdm1) ou impliqués 

dans la réponse à l’IFN (Ifi44l, Oas3) (Figure 39A). A l’inverse, les réponses B*08-EI8 et 

B*08-FL8 de PS24 et B*57-KF11 de PS03 à LATE montrent un transcriptome dont la 

signature est proche de celle d’EC (PS24 : NES = -1.77 & p = 0.04) (Figure 39B). Cette 

observation est due à l’expression partagée de gènes associés à la stemness (Ccr7, Cxcr3, 

Nell2) et à la traduction (Rps16). 

 

Figure 39 - Comparaison du transcriptome 
des LT CD8 à EARLY et LATE avec la 
signature d’individus progresseurs et d’EC. 
Comparaison des signatures de EARLY et LATE 

avec celles d’individus progresseurs (A) ou d’EC 

(B) VIH-1 défini par Quigley et al. 
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Nous avons également cherché à comparer nos signatures avec celles d’individus 

contrôleurs infectés par VIH-2, qui offrent un autre paradigme de contrôle efficace de 

l’infection. Les individus infectés par VIH-2 sont caractérisés par une réponse LT CD8 

spécifiques du virus avec de fortes fonctions effectrices et une expression accrue de CD28 par 

comparaison avec leur équivalent chez les individus infectés par VIH-1. Nous avons donc 

comparé le transcriptome de PS03 et PS24 avec ceux des deux individus VIH-2 que nous 

avions séquencés.  

 

Une analyse par PCA révèle trois groupes correspondants aux cellules EARLY, LATE et 

VIH-2 aussi bien pour PS03 que pour PS24. Il est possible d’observer que les LT CD8 de 

LATE se rapprochent des cellules VIH-2 et de celles exprimant CD28 (Figure 40A droite). A 

la vue de la comparaison avec le transcriptome des EC nous supposions que les cellules 

LATE de PS24 se regrouperaient dans la proximité immédiate des cellules VIH-2. Pourtant 

d’une manière surprenante cette distinction est plus marquée pour la réponse B*57-KF11 de 

PS03 à LATE. En se concentrant sur PS03, la caractérisation des gènes associés à EARLY, 

LATE et VIH-2 nous a permis de mettre en évidence 532 gènes (FDR < 0.001) associés aux 3 

groupes. D’une manière notable, les LT CD8 à LATE partagent avec les LT CD8 spécifiques 

du VIH-2 l’expression de gènes associés à la différenciation précoce et la stemness (Tcf7, 

Nell2, GzmK, Il7r) tout en montrant une expression réduite des gènes associés aux fonctions 

effectrices (GzmB, GzmH, Prf1) et à l’épuisement (Prdm1, Adgrg1) qui caractérisent les LT 

CD8 à EARLY (Figure 40B).  

 

Conjointement, ces résultats suggèrent que les LT CD8 à LATE partagent une signature 

transcriptomique avec les LT CD8 d’individus contrôleurs infectés par VIH-2 associée à la 

stemness de la réponse LT CD8. L’association des données phénotypiques et 

transcriptomiques montrent que les individus ayant présenté une réponse LT CD8 spécifiques 

du virus épuisée dans les premières années du suivi ont été en mesure de rétablir une réponse 

LT CD8 avec des caractéristiques associées à la stemness et un potentiel fonctionnel après des 

années de traitement.  
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Figure 40 - Comparaison du transcriptome de LT CD8 spécifiques de VIH-1 et VIH-2. (A) PCA du 

transcriptome des réponses LT CD8 spécifiques de VIH-1 et VIH-2 colorées en fonction du TP (gauche) ou de 

l’expression de CD28 déterminée par cytométrie en flux (droite). (B) Heatmap de gènes associés à la stemness, 

cytotoxicité, inhibition/épuisement et signalisation IFN. 
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5. Caractérisation	clonotypique	de	la	réponse	LT	CD8	spécifiques	du	virus.	

  

Nous avons donc observé des modifications phénotypiques et transcriptomiques sur 

les LT CD8 spécifiques du virus à LATE associées à un profil de différenciation précoce et à 

la stemness correspondant à des caractéristiques déjà décrites chez des individus capables de 

contrôler l’infection sans traitement. Cette observation soulève la question de l’origine de ces 

cellules : proviennent-elles d’une adaptation de la réponse LT CD8 face à une mutation 

d’échappement du virus ? D’une réversion de l’état d’épuisement grâce au contrôle de la 

réplication virale par le traitement ? De l’apparition de nouveaux clones avec les propriétés 

décrites plus haut ?  

	

5.1	Les	réponses	LT	CD8	spécifiques	à	LATE	ne	sont	pas	associées	à	l’apparition	de	

mutations	virales.		

Pour tenter de répondre à la première question, nous avons séquencé le virus sur les 

épitopes étudiés pour les individus PS03 et PS24 ainsi que pour trois individus 

supplémentaires de la cohorte pour lesquels nous disposions d’assez d’échantillons. Hormis 

l’apparition entre 1992 et 1996 d’une mutation K94M sur l’épitope FL8 chez PS24 et qui 

coexiste avec la séquence wild-type (WT) jusqu’à 2016, et des modifications de la séquence 

RY10 chez PS17 à chaque point du suivi, les séquences virales des épitopes reconnus par la 

réponse LT CD8 sont remarquablement stables tout au long du suivi pour la plupart des 

individus (Figure 41, Annexe 5). Ces données suggèrent que les caractéristiques observées à 

LATE ne dépendent pas de l’apparition d’une nouvelle réponse LT CD8 spécifique d’un 

mutant d’échappement. 

 
Figure 41 - Évolution de la séquence virale sur les épitopes reconnus par les réponses LT CD8 de PS03 et 
PS24. Comparaison des séquences épitopiques à chaque TP avec la souche virale de référence HXB2. Un tiret 

signifie l’absence de mutation par rapport à la référence. Les mutations sont indiquées en rouge.  
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5.2	 Les	 réponses	 LT	 CD8	 spécifiques	 à	 LATE	 sont	 associées	 à	 l’apparition	 de	

nouveaux	clonotypes.		

Nous avons ensuite réalisé une étude approfondie du répertoire TCR des réponses 

B*08-EI8, B*8-FL8 et B*57-KF11 pour écarter ou démontrer que le profil observé à LATE 

provient de l’apparition de nouveaux clones. La réponse B*08-FL8 chez PS24 montre un 

profil particulier. On observe à EARLY la dominance d’un clonotype défini par les séquences 

CASSTGTGSAQETQYF et CAVRGSGTYKYIF pour les régions CDR3 des chaînes β et α 

respectivement (90 % de la réponse) (clone violet, Figure 42A).  Quatre ans plus tard à INT, 

la proportion de ce clonotype diminue jusqu’à 57 % tout en restant le clonotype majoritaire de 

la réponse. En revanche, on observe à LATE l’apparition d’un nouveau clonotype composant 

45 % de la réponse. Ce clonotype est défini par les séquences CASSEFGAAVYEQYF et 

CAVREAGGYQKVTF pour les régions CDR3 des chaînes β et α respectivement. D’une 

manière intéressante les gènes associés aux chaînes du TCR des deux clones sont distincts : le 

« vieux clone » (celui persistant depuis EARLY, violet) est défini par TRBV5-6/TRBJ2-5 

pour la chaîne β et TRAV12-2/TRAJ40 pour la chaîne α tandis que le « nouveau clone » 

(apparu entre INT et LATE, orange) est défini par les gènes TRBV2/TRBJ2-7 pour la chaîne 

β et TRAV3/TRAJ13 pour la chaîne α (Figure 42B, Annexe 6). 

Figure 42 - Évolution clonotypique de la réponse B*08-FL8 chez PS24 au cours du temps. (A) Évolution de la 

région CDR3 pour la chaîne β (haut) et la chaîne α (bas) de la réponse B*08-FL8 au cours du temps. Chaque 

couleur représente une région CDR3 distincte. Par souci de clarté les chaînes β et α appariées sont colorées de la 

même couleur. (B) Évolution des gènes utilisés pour la chaîne β (haut) et α (bas) des TCR de la réponse B*08-FL8 

au cours du temps. 70, 21 et 83 cellules analysées à EARLY, INT et LATE pour la chaîne β. 63, 15 et 73 cellules 

analysées à EARLY, INT et LATE pour la chaîne α. 
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La réponse B*08-EI8 de PS24 montre également des modifications majeures de sa 

composition clonotypique. Les premières années du suivi sont dominées par 5 clonotypes 

présents aussi bien à EARLY que à INT (numérotés de 1 à 5 Figure 43A). On observe 

d’ailleurs un biais en faveur de l’utilisation du gène TRBV2 : ce gène est utilisé par 3 des 5 

clonotypes. De la même manière les gènes associés à la chaîne α sont biaisés en faveur de 

TRAJ34 et TRAJ29 (Figure 43B). Sur les 5 principaux clones initialement présents au début 

du suivi seul le clone 1 est toujours présent 25 ans après le premier prélèvement, représentant 

20 % de la réponse à LATE.  Le reste de la réponse est composé de nouveaux clones apparus 

entre INT et LATE. Les deux nouveaux clones majeurs sont le clone 6, défini par les gènes 

TRBV9/TRBJ1-2 pour la chaîne β et TRAV21/TRAJ57 pour la chaîne α (16 % de la 

réponse), et le clone 7 défini par les gènes TRBV20-1/TRBJ2-7 pour la chaîne β et 

TRAV20/TRAJ16 pour la chaîne α (14 % de la réponse) (clone 6 en vert, clone 7 en violet, 

Figures 43A&B, Annexe 7). Il est important de rappeler que nous n’avons pas détecté de 

mutation sur l’épitope EI8 au cours du suivi. Cela suggère que les modifications de la 

composition clonotypique ne dépendent pas d’une mutation d’échappement du virus.  

 

Figure 43 - Évolution clonotypique de la réponse B*08-EI8 chez PS24 au cours du temps. (A) Évolution de la 

région CDR3 pour la chaîne β (haut) et la chaîne α (bas) de la réponse B*08-EI8 au cours du temps. Chaque 

couleur représente une région CDR3 distincte. Par souci de clarté les chaînes β et α appariées sont colorées de la 

même couleur. (B) Évolution des gènes utilisés pour la chaîne β (haut) et α (bas) des TCR de la réponse B*08-EI8 

au cours du temps. 75, 30 et 78 cellules analysées à EARLY, INT et LATE pour la chaîne β. 66, 24 et 65 cellules 

analysées à EARLY, INT et LATE pour la chaîne α. 
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La réponse B*57-KF11 à EARLY est dominée à 73 % par un clonotype défini par les 

séquences CASSLSSSNQPQHF et CAMRSPPGNMLTF pour les régions CDR3 des chaînes β 

et α respectivement (clone vert, Figure 44A). Après des années de traitement on observe à 

LATE l’apparition d’un nouveau clone dominant (81 % de la réponse) défini par les 

séquences CASSLAGDLQPQHF et CAMRAGGTSYGKLTF pour la région CDR3 des chaînes 

β et α respectivement (clone marron, Figure 44A). D’une manière surprenante, les gènes 

impliqués dans les chaînes β et α du TCR sont similaires à l’exception du gène TRAJ de la 

chaîne α : TRAJ39 pour le vieux clone et TRAJ52 pour le nouveau clone (Figure 44B, 

Annexe 8). 

 

 

 
Figure 44 - Évolution clonotypique de la réponse B*57-KF11 chez PS03 au cours du temps. (A) Évolution de la 

région CDR3 pour la chaîne β (haut) et la chaîne α (bas) de la réponse B*57-KF11 au cours du temps. Chaque 

couleur représente une région CDR3 distincte. Par souci de clarté les chaînes β et α appariées sont colorées de la 

même couleur. (B) Évolution des gènes utilisés pour la chaîne β (haut) et α (bas) des TCR de la réponse B*57-KF11 

au cours du temps. 57 et 66 cellules analysées à EARLY et LATE pour la chaîne β. 36 et 52 cellules analysées à 

EARLY et LATE pour la chaîne α. 
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Enfin, nous avons également caractérisé la composition clonotypique de la réponse 

B*53-TL9 des individus infectés par VIH-2. Nous avons mis en évidence l’existence d’un 

TCR public partagé par les deux individus infectés par VIH-2 (JFFT et XQXH). Le TCR en 

question est dominant chez les deux individus, représentant 77 et 71 % de la réponse B*53 

pour JFFT et XQXH respectivement. Ce TCR est défini par les séquences 

CASSLTGRNSPLHFYF et CILALYNQGGKLIFF pour la région CDR3 des chaînes β et α 

respectivement (Figure 45A). De plus, il existe un biais important en faveur de l’utilisation de 

TRBV27 : même les clones sous-dominants ont une chaîne β utilisant TRBV27 (Figure 45B). 

A notre connaissance il s’agit de la première démonstration de l’existence d’un TCR public 

chez des individus infectés par VIH-2.  

 

 
Figure 45 - Composition clonotypique de la réponse B*53-TL9 chez deux individus infectés par VIH-2. (A) 

Région CDR3 pour la chaîne β (haut) et la chaîne α (bas) de la réponse B*53-TL9 de JFFT et XQXH. Chaque 

couleur représente une région CDR3 distincte. Par souci de clarté les chaînes β et α appariées sont colorées de 

la même couleur. (B) Utilisation des gènes de la chaîne β (haut) et α (bas) des TCR de la réponse B*53-TL9 de 

JFFT et XQXH. 74 et 69 chaînes β analysées pour JFFT et XQXH. 58 et 44 chaînes α analysées pour JFFT et 

XQXH. 
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6. Analyse	comparative	des	vieux	et	nouveaux	clones.	
 

Ainsi, l’étude de la composition clonotypique des réponses B*08-FL8, B*08-EI8 et 

B*57-KF11 nous a permis d’identifier des « vieux » et « nouveaux » clones en fonction de 

leur présence à EARLY ou LATE dans chacune des réponses étudiées. Au vu de l’ancienneté 

de certains clones (25 ans pour le clonotype TRBV5-6/TRBJ2-5 de la réponse B*08-FL8 par 

exemple) nous avons cherché à évaluer s’il était possible de différencier les vieux et nouveaux 

clones sur la base de l’expression de CD28, notre paramètre initial associé au phénotype des 

cellules à LATE.  

 

Nous observons dans un premier temps que le nouveau clone de la réponse B*57-

KF11 se distingue par une expression accrue de CD28 (Figure 46A). Ce résultat est cohérent : 

le vieux clone a été identifié à EARLY lorsque PS03 n’était pas sous traitement. La 

réplication virale importante a probablement induit la différenciation des LT CD8 et la perte 

d’expression de CD28. En revanche, les vieux et nouveaux clones des réponses B*08-FL8 et 

B*08-EI8 ont tous été isolés à LATE, un TP ou PS24 est sous trithérapie depuis 15 ans. On 

observe pourtant que les clones ayant persisté pendant des années sont caractérisés par une 

expression réduite de CD28 par comparaison avec les nouveaux clones (22.7 % vs 45.9 % 

pour la réponse B*08-FL8 et 13.3 % vs 82.5 % pour la réponse B*08-EI8) (Figures 46B&C). 

 

Figure 46 - Expression différentielle de CD28 par les vieux et nouveaux clones. Expression de CD28 par les 

vieux et nouveaux clones des réponses B*57-KF11 (A), B*08-FL8 (B) et B*08-EI8 (C). Les nouveaux clones 

analysés pour la réponse B*08-EI8 correspondent aux clones 6 et 7 indiqué dans la figure 43. Le seuil de 

positivité a été déterminé en fonction de l’expression de CD28 par les LT CD8 totaux de chaque individu.  
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Puisque nous avons été en mesure d’observer une différence phénotypique entre les vieux et 

nouveaux clones, nous avons également recherché des différences au niveau 

transcriptomique. A la vue du nombre de cellules dans chaque groupe la réponse B*08-FL8 

est la mieux adaptée. Une analyse sparse Partial Least Squares Discriminant Analysis (sPLS-

DA) sépare les deux clones sur l’axe 1 (Figure 47A). Les 50 gènes associés à l’axe 1 sont 

représentés sous forme de Heatmap dans la Figure 47B. Sur les 50 gènes, 42 sont associés au 

vieux clone. On distingue parmi eux CD160, NR3C1 ou encore MAT2A, trois gènes ayant été 

associés à l’épuisement des LT CD8. Cd160 est un récepteur d’inhibition, Nr3c1 code pour un 

récepteur de glucocorticoïde préférentiellement exprimé par les LT CD8 infiltrant les tumeurs 

(TIL) épuisés, et MAT2A code pour une enzyme impliquée dans le métabolisme de la 

méthionine et dans l’épuisement des LT CD8 via la production de S-adenosylmethionine 

(SAM) 452–454. On distingue également une expression supérieure des gènes IFNAR1 et 

TRIM21 associés à la réponse IFN. A l’inverse, sur les peu de gènes associés au nouveau 

clone on distingue Traf3ip3 dont l’expression est augmentée dans les précurseurs mémoires 

par comparaison avec les LT CD8 effecteurs terminaux 455. 

Figure 47 - Détection des gènes associés au nouveau ou vieux clone par sPLS-DA. (A) 

Représentation des deux clonotypes sur les deux premières composantes de la sPLS-DA 

(haut) et projection des gènes associés à la composante 1 sur un cercle de corrélation (bas). 

(B) Heatmap des 50 gènes associés à la composante 1. 
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Pour confirmer ces résultats nous avons utilisé l’algorithme GSEA pour identifier des voies de 

signalisation associées aux vieux et nouveaux clones. L’analyse GSEA révèle 3 voies de 

signalisation significativement enrichies dans le vieux clone : la signalisation IL6-

JAK/STAT3, la signalisation IFN et la régulation négative de la réponse immune. Par ailleurs, 

certaines voies de signalisation que nous avions précédemment associées à EARLY semblent 

être également enrichies dans le vieux clone, notamment les voies de signalisation de 

l’apoptose et de la stabilisation de p53, suggérant que le vieux clone a partiellement gardé une 

signature associée à l’épuisement (Figure 48A). A l’inverse, bien que non significatif, les 

cellules du nouveau clone semblent montrer une signature transcriptomique proche de cellules 

peu différentiées (Figure 48B). Conjointement l’analyse phénotypique et transcriptomique des 

clones suggèrent que le profil des LT CD8 observé à LATE ne dépend pas d’une amélioration 

fonctionnelle de vieux clones mais bien de l’apparition de nouveaux clonotypes avec des 

propriétés distinctes, montrant des caractéristiques associées à la différenciation précoce et la 

stemness. 

Figure 48 - Voies de signalisation associée au vieux ou nouveau clone de la réponse B*08-FL8. Analyse 

GSEA montrant l’enrichissement de voies de signalisation associé au vieux (A) ou au nouveau (B) clone de la 

réponse B*08-FL8.  
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7. Expansion	 in	 vitro	des	 LT	CD8	 spécifiques	du	 virus	de	 patients	 traités	 ou	
non	traités.		

 

Le fait que ces individus aient pu générer de nouvelles réponses LT CD8 après des années de 

traitement et malgré un vieillissement immunitaire significatif est une observation 

encourageante concernant le potentiel de ces cellules à participer au contrôle du virus. La 

simple présence de ces clones n’est toutefois pas une garantie de protection. Ces individus 

n’ont pas contrôlé la charge virale avant traitement, il est probable qu’ils ne la contrôleront 

pas non plus en cas d’interruption du traitement. Par ailleurs, le faible nombre de ces 

nouveaux clones in vivo limite probablement leur pertinence dans un contexte de contrôle 

efficace de l’infection. A titre de comparaison, le nouveau clone TRBV2/TRBJ2-7 représente 

45 % de la réponse B*08-FL8 chez PS24 à LATE, alors que cette même réponse représente 

seulement 0.06 % des LT CD8 totaux (Figure 42 et Annexe 3). Pour pallier à ces 

problématiques il serait pertinent de chercher, d’une part, à induire l’expansion de ces clones 

pour en augmenter le nombre, et d’autre part, à induire leurs fonctions effectrices pour 

augmenter leur capacité à contrôler la réplication virale, dans le contexte d’approche shock 

and kill. Pour y parvenir nous avons utilisé une approche développée initialement dans notre 

laboratoire pour étudier l’induction de réponses LT CD8 à partir de cellules naïves 

(« priming ») et l’avons adaptée pour étudier l’induction de réponses LT CD8 mémoires 

(« boosting ») 440,441. Brièvement, cette approche repose sur un modèle de culture in vitro à 

partir de PBMC totaux et dépend de l’ajout de cytokines inflammatoires ou d’adjuvants pour 

induire la maturation des DCs et améliorer l’expansion et l’acquisition de fonctions effectrices 

par les LT CD8 mémoires spécifiques du virus, en présence d’antigènes (peptide). Plusieurs 

cytokines et adjuvants ont été présélectionnés en fonction de leur efficacité dans le modèle du 

priming (cGAMP, TLR8L ou encore IL-12). Dans ce modèle l’acquisition de fonctions 

effectrices des LT CD8 tétramères + est évaluée après 10 jours de culture par l’expression du 

facteur de transcription T-bet, et l’expression des molécules cytolytiques GzmB et perforine. 

Cette approche nous permet donc d’évaluer la capacité de certains adjuvants à induire 

l’expansion et l’acquisition de fonctions effectrices par les LT CD8 mémoires spécifiques du 

virus, mais également à comparer entre les individus traités et non traités pour évaluer la 

capacité du traitement à préserver les capacités fonctionnelles des LT CD8. Les échantillons 

de patients IMMUNOCO étant en trop petites quantités aux différents points de suivi, nous 

avons étudié des échantillons d’individus non traités (avec une charge virale comprise entre 

40 et 50.000 copies/mL) et d’individus traités efficacement depuis plusieurs années (médiane 
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de 5 ans sans réplication virale), pour nous rapprocher des conditions EARLY et LATE. A 

l’aide de cette approche, nous avons évalué dans un premier temps l’impact de différentes 

cytokines ou adjuvants sur l’expansion des réponses LT CD8 mémoires spécifiques du virus 

(Figure 49A). On observe une fréquence supérieure ex vivo des LT CD8 tétramère + chez les 

individus non traités par comparaison avec les individus traités, comme attendu due à la 

différence de charge virale entre les deux groupes. Pourtant, après stimulation avec n’importe 

quelle condition, la fréquence de LT CD8 tétramère + est la même chez les individus traités et 

non traités. Cela suggère un potentiel d’expansion supérieur chez les individus traités. On 

distingue également que sur l’ensemble des adjuvants/cytokines testés, trois semblent induire 

une meilleure expansion indépendamment du statut du traitement : TLR8L (p = 0.004), IL-12 

(p = 0.013) et IL-15 (p = 0.01) (Figure 49B).  

 

Figure 49 - Expansion des LT CD8 tétramères + après stimulation. (A) Marquages représentatifs de 

l’expansion de LT CD8 tétramère + après stimulation sous différentes conditions (Pas de peptide, peptide seul, 

peptide + cGAMP, peptide + TLR8L). Marquage issu de l’individu PS14 à LATE (réponses A*03-QK10). (B) 

Quantification de l’expansion des LT CD8 mémoires d’individus non traités (marron, U « untreated ») ou traités 

(vert, T « treated ») après stimulation dans le modèle d’expansion in vitro. Les p-values sous forme de barre 

indiquent la significativité entre les conditions (peptide vs TRL8L par exemple), la significativité entre les groupes 

traités/non-traités est indiquée au-dessus des points. Chaque point représente une population LT CD8 

tétramère+ distincte. La barre indique la médiane. La significativité a été évaluée avec un test de Mann-Whitney. 

(* P < 0.05, ** P < 0.01) 
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Nous avons également évalué l’acquisition de fonctions effectrices, notamment en 

mesurant l’expression de GzmB par ces cellules (Figure 50A). D’une manière intéressante 

l’ajout de peptide seul est capable d’induire l’expression de GzmB dans 93 % des LT CD8 

mémoires tétramère + des individus traités contre seulement 72 % pour ceux non-traités (p = 

0 .03). Ces données suggèrent une efficacité réduite des LT CD8 d’individus non traités à 

exprimer GzmB après stimulation, d’autant plus que les LT CD8 tétramères ex vivo des 

individus non traités semblent exprimer plus de GzmB que la même population chez les 

individus traités (non significatif, p = 0.14). L’ajout de TLR8L seul ou accompagné de la 

molécule anti-apoptotique QVD augmente significativement l’expression de GzmB quel que 

soit le statut du traitement (p = 0.01 et p = 0.01). Enfin, alors qu’IL-15 permet une expansion 

importante, seulement 48 % des cellules expriment GzmB (p = 0.003) (Figure 50B). 

 

Figure 50 – Expression de GzmB par les LT CD8 tétramères après stimulation. (A) Marquages 

représentatifs de l’expression de GzmB par les LT CD8 tétramères + après stimulation sous différentes 

conditions (Pas de peptide, peptide seul, peptide + cGAMP, peptide + TLR8L). Les cellules grises 

représentent les LT CD8 totaux et les cellules vertes la population tétramère + Le pourcentage 

d’expression de GzmB est indiqué dans les coins supérieurs. Marquage issu de l’individu PS14 à LATE 

(réponses A*03-QK10). (B) Expression de GzmB par les LT CD8 tétramères + d’individus non traités 

(marron, U « untreated ») ou traités (vert, T « treated ») après stimulation. Les p-values sous forme de 

barre indiquent la significativité entre les conditions (peptide vs TRL8L par exemple), la significativité entre 

les groupes traités/non-traités est indiqué au-dessus des points. Chaque point représente une population 

LT CD8 tétramère+ distincte. La barre indique la médiane. La significativité a été évaluée avec un test de 

Mann-Whitney. (* P < 0.05, ** P < 0.01). 
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En parallèle du GzmB nous avons également évalué l’expression de perforine (Figure 51A). 

Alors que l’expression de perforine est initialement faible en l’absence de stimulation, l’ajout 

du peptide seul régule à la hausse son expression (p = 0.0003). De la même manière que pour 

le GzmB, les individus traités parviennent à maintenir une population LT CD8 tétramères + 

exprimant la perforine plus importante (93 vs 76 % de LT CD8 tétramères +, p = 0.02). Par 

ailleurs, les adjuvants et cytokines ayant modulé l’expression de GzmB montrent les mêmes 

résultats pour la perforine : TRL8L et TLR8L + QVD permettent une expression accrue (p = 

0.001 et p = 0.002 respectivement) tandis qu’IL-15 conduit à une expression significativement 

plus basse de la perforine (p = 0.01) (Figure 51B).  

 

 

Figure 51 - Expression de perforine par les LT CD8 tétramères après stimulation. (A) Marquages 

représentatifs de l’expression de perforine par les LT CD8 tétramères + après stimulation sous différentes 

conditions (Pas de peptide, peptide seul, peptide + cGAMP, peptide + TLR8L). Les cellules grises représentent les 

LT CD8 totaux et les cellules vertes la population tétramère + Le pourcentage d’expression de perforine est indiqué 

dans les coins supérieurs. Marquage issu de l’individu PS14 à LATE (réponses A*03-QK10). (B) Expression de 

perforine par les LT CD8 tétramères + d’individus non traités (marron, U « untreated ») ou traités (vert, T 

« treated ») après stimulation. Les p-value sous forme de barre indiquent la significativité entre les conditions 

(peptide vs TRL8L par exemple), la significativité entre les groupes traités/non-traités est indiqué au-dessus des 

points. Chaque point représente une population LT CD8 tétramère+ distincte. La barre indique la médiane. La 

significativité a été évaluée avec un test de Mann-Whitney. (* P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001). 
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Enfin, l’expression du facteur de transcription T-bet est très peu modulée en fonction des 

différentes conditions. On note toutefois que les patients traités montrent une proportion de 

LT CD8 tétramères + exprimant T-bet légèrement plus importante après stimulation par le 

peptide seul et par peptide/cGAMP (Figures 52A&B).  

 

 

Figure 52 - Expression de T-bet par les LT CD8 tétramères après stimulation. (A) Marquages représentatifs 

de l’expression de T-bet par les LT CD8 tétramères + après stimulation sous différentes conditions (Pas de 

peptide, peptide seul, peptide + cGAMP, peptide + TLR8L). Les cellules grises représentent les LT CD8 totaux 

et les cellules vertes la population tétramère + Le pourcentage d’expression de T-bet est indiqué dans les coins 

supérieurs. Marquage issu de l’individu PS14 à LATE (réponses A*03-QK10). (B) Expression de T-bet par les 

LT CD8 tétramères + d’individus non traités (marron, U « untreated ») ou traités (vert, T « treated ») après 

stimulation. Les p-value sous forme de barre indiquent la significativité entre les conditions (peptide vs TRL8L 

par exemple), la significativité entre les groupes traités/non-traités est indiqué au-dessus des points. Chaque 

point représente une population LT CD8 tétramère+ distincte. La barre indique la médiane. La significativité a 

été évaluée avec un test de Mann-Whitney. (* P < 0.05). 
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A ce jour seuls les échantillons d’un petit nombre d’individus ont pu être inclus dans 

l’expérience d’expansion in vitro. Ces données restent donc très préliminaires. Il est toutefois 

possible d’observer des tendances malgré le faible effectif. Tout d’abord, les LT CD8 

tétramères + d’individus traités semblent avoir un meilleur potentiel d’expansion et une 

capacité supérieure à acquérir des fonctions effectrices, principalement au travers de 

l’expression de GzmB et perforine. Ensuite, sur l’ensemble des adjuvants et cytokines testés, 

TLR8L apparaît comme le candidat le plus prometteur pour induire une réponse à fort 

potentiel effecteur pour cibler efficacement les cellules infectées.  
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 Après le succès de cART pour le traitement de la maladie, le prochain grand défi de la 

recherche VIH est la guérison des individus infectés. Cet objectif ambitieux nécessitera soit 

une éradication du réservoir si on cherche la guérison totale, soit une réduction significative 

de la taille du réservoir pour permettre une guérison fonctionnelle. Il est probable que les LT 

CD8 joueront un rôle important dans ces deux approches au vu de leur potentiel pour le 

contrôle de la réplication virale lorsque la réponse LT CD8 est optimale (comme chez les EC 

par exemple). Pour cette raison, il est important d’évaluer le potentiel des LT CD8 après 

plusieurs années de traitement et dans quelle mesure il est possible d’améliorer la 

fonctionnalité des LT CD8 spécifiques du virus.  

 

 Pendant l’infection non traitée à VIH, les LT CD8 montrent des fonctions effectrices 

réduites ainsi qu’une capacité de prolifération et un potentiel cytotoxique inférieur qui limite 

leur capacité à contrôler l’infection. La perte graduelle des fonctions effectrices, définie par la 

notion d’épuisement, est associée à l’expression soutenue et durable de plusieurs récepteurs 

d’inhibition (IR) comme PD-1, CD160 ou encore TIGIT 456. Puisque l’épuisement est 

partiellement provoqué par une stimulation antigénique chronique, l’initiation de cART 

devrait en théorie normaliser certains paramètres associés à l’épuisement. C’est en partie ce 

que l’on observe : la fréquence de LT CD8 spécifiques du virus exprimant CD160, PD-1 ou 

TIGIT est réduite après initiation du traitement 144,398. Cependant cART ne permet pas une 

normalisation totale et les individus infectés par VIH maintiennent une fréquence de LT CD8 

exprimant des IR plus importante que chez des individus séronégatifs 457. De plus les 

fonctions effectrices des LT CD8 restent sous-optimales : la capacité proliférative et la 

production de cytokines et molécules lytiques après stimulation par des antigènes de VIH sont 

réduites 402. Ces cellules montrent également une capacité inférieure à contrôler la réplication 

virale après culture avec des LT CD4 autologues infectés 458. De manière importante le 

traitement à long terme n’est pas forcément associé à une amélioration significative de ce 

profil. Buggert et al ont montré dans une cohorte suédoise d’individus traités depuis plus de 

10 ans par cART que les LT CD8 spécifiques du virus expriment toujours une quantité accrue 

de Eomes par rapport à T-bet 350. La régulation à la hausse du facteur de transcription Eomes 

est associée à l’expression d’IR et à une polyfonctionnalité réduite. A l’inverse, l’expression 

de T-bet (caractéristique des EC) est associée à une expression accrue de perforine et de 

GzmB suggérant une capacité cytotoxique supérieure. Ces observations suggèrent une 

fonctionnalité et un potentiel réduit pour la suppression virale, même après des années de 

traitement.  



168	
 

 

 C’est donc dans ce contexte que nous avons commencé l’étude de la réponse LT CD8 

des individus de la cohorte IMMUNOCO. Conjointement avec l’épuisement connu des LT 

CD8 et le vieillissement des individus de la cohorte, nous nous attendions à étudier la 

senescence de vieux LT CD8 mémoires. Pourtant, au lieu de montrer des marqueurs de 

senescence et d’épuisement des LT CD8, ces cellules présentent des caractéristiques associées 

à la différenciation précoce et la stemness au niveau phénotypique et transcriptomique. Au 

niveau phénotypique ces cellules expriment le co-récepteur CD28 indiquant un profil de 

différenciation précoce 459. CD28 est un récepteur de costimulation majeur requis pour 

l’activation optimale après reconnaissance de l’antigène, la prolifération et la survie des 

cellules T 460. La perte de l’expression de CD28 est un marqueur établi du vieillissement des 

LT CD8 446,461. Au niveau transcriptomique ces cellules expriment également le facteur de 

transcription Tcf7, codant pour TCF-1. TCF-1 est un régulateur important de la différenciation 

et de la persistance des LT CD8 mémoires dont l’expression est associée à la stemness et 

considérée comme essentiel pour l’efficacité des réponses LT CD8 anti-virales ou anti-

tumorales 462.  Une expression importante de TCF-1 est une caractéristique de contrôle naturel 

de l’infection, aussi bien chez l’Homme que chez le singe, et corrèle avec une virémie plus 

faible chez les individus avec une charge virale détectable 354,357,463. Par ailleurs, les individus 

ayant commencé le traitement tôt pendant la primo-infection présentent des LT CD8 avec un 

profil de différenciation précoce associé à la stemness et une expression accrue de TCF-1 410. 

Ainsi, le profil observé à LATE est évocateur d’une forme de « rajeunissement » des LT CD8 

après plusieurs décennies d’infection traitée. Cette observation est d’autant plus surprenante 

que l’un des deux individus sur lequel le scRNAseq a été réalisé était âgé de 78 ans au 

moment de LATE. Ces observations soulèvent donc la question du mécanisme : comment 

expliquer ce profil chez des LT CD8 spécifiques du virus, normalement épuisés, chez des 

individus commençant à montrer des signes de vieillissement immunitaire ?  

 

 Plusieurs hypothèses peuvent être proposées. Nous avions dans un premier temps 

supposé que l’apparition d’une mutation d’échappement puisse induire la génération d’une 

nouvelle réponse LT CD8. Cette réponse en étant induite dans un environnement moins activé 

grâce au traitement et donc, plus favorable à l’établissement d’une réponse mémoire 

fonctionnelle, aurait alors pu persister jusqu’à LATE en maintenant des caractéristiques 

associées à la stemness. C’est une hypothèse envisageable d’autant plus que cART ralentit 

mais ne bloque jamais complétement la réplication virale. La pénétration des molécules 
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antirétrovirales n’est pas optimale dans certains tissus lymphoïdes 464. De plus, il existe des 

zones sanctuaires, notamment la zone folliculaire dans les ganglions lymphatiques, où le virus 

se réplique activement 465,466. Pourtant le séquençage des séquence virales chez PS24 et PS03 

ne révèle aucune modification des régions épitopiques reconnues, à l’exception de l’épitope 

FL8 chez PS24. Ces données suggèrent, au moins pour les réponses B*08-EI8 et B*57-KF11, 

que les changements observés à LATE, l’expression accrue de CD28 notamment, 

interviennent en l’absence de modifications virales majeures. Cela étant dit, il est important 

d’apporter certaines nuances. Tout d’abord, le séquençage des provirus a été fait selon le 

protocole de Sanger ce qui signifie que nous sommes en mesure de détecter seulement les 

populations provirales majoritaires (au-dessus de 15 à 20 % des séquences provirales 

séquencées). Il n’est donc pas exclu qu’un variant minoritaire puisse être à l’origine de la 

sélection des nouveaux clones. Bien qu’hypothétiquement possible, il est peu probable qu’un 

variant minoritaire puisse modifier à ce point la composition clonale des réponses B*08-EI8 

et B*57-KF11, d’autant plus que l’épitope WT reste présent tout au long du suivi. Une autre 

limite potentielle réside dans le fait que nous avons séquencé les provirus au sein de cellules 

infectées provenant de PBMCs et donc du sang périphérique. Comme indiqué plus haut, la 

réplication virale intervient majoritairement dans les tissus lymphoïdes, en particulier dans les 

ganglions lymphatiques. Il n’est pas impossible que ces nouveaux clones puissent provenir de 

nouvelles réponses LT CD8 générées dans les tissus lymphoïdes pour faire face à l’apparition 

d’un mutant d’échappement sur place. Ce point en particulier est impossible à vérifier en 

l’absence de biopsies de tissus lymphoïdes, ce qui dépasse largement le cadre de cette étude.  

 

 Nous avons ensuite émis l’hypothèse que les caractéristiques observées à LATE 

découlent du traitement qui en contrôlant la réplication virale et l’activation chronique, aurait 

permis aux cellules hautement différentiées et épuisées de « récupérer » certaines 

caractéristiques associées à la stemness. Cette hypothèse paraît peu probable pour plusieurs 

raisons. D’abord, en prenant en compte le modèle de différenciation linéaire, les cellules très 

différentiées ont tendance à mourir par apoptose et ne se dédifférencient pas pour former des 

réponses mémoires fonctionnelles 343. De plus, nos connaissances actuelles sur l’épuisement 

ne vont pas non plus dans le sens d’une restauration des LT CD8 épuisés. Il est aujourd’hui 

admis que passé un certain stade, l’épuisement devient irréversible. Il a par exemple été 

montré que des LT CD8 isolés pendant la première semaine de l’infection murine à LCMV 

ont le potentiel de former une réponse mémoire fonctionnelle si transférés vers un hôte non-

infecté. En revanche, si les mêmes cellules sont transférées au bout de 2 à 4 semaines, alors le 
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potentiel pour former une réponse mémoire fonctionnelle est perdu 467,468. Des observations 

similaires ont également été faites dans le contexte d’infections chroniques virales humaines. 

Le cas de l’infection au virus de l’hépatite C (HCV) offre l’opportunité d’étudier l’épuisement 

de la réponse LT CD8 pendant l’infection chronique et après résolution de l’infection une fois 

les individus traités. D’une manière intéressante Yates et al montrent que la résolution de 

l’infection n’est pas associée à une amélioration de l’épuisement des LT CD8 spécifiques du 

virus. Au contraire les LT CD8 maintiennent une signature épigénétique associée à 

l’épuisement notamment au travers du facteur de transcription Tox, qui caractérise également 

les LT CD8 spécifiques du virus à EARLY dans notre étude 469. D’autres études ont montré 

qu’une stimulation antigénique répétée via le TCR provoque des modifications épigénétiques 

rendant le locus de PD-1 irrémédiablement accessible 470. Conjointement ces données 

suggèrent que l’épuisement ne fonctionne pas sur un modèle On/Off, mais s’installe 

progressivement avec la stimulation chronique jusqu’à devenir un état irréversible en 

l’absence d’intervention thérapeutique. C’est l’une des raisons qui poussent à initier cART le 

plus tôt possible. L’initiation précoce du traitement, en contrôlant la réplication virale, permet 

de limiter l’épuisement des LT CD8 et donc de préserver leur fonctionnalité.  

 

 Malheureusement l’initiation précoce du traitement n’est pas tout le temps possible, 

notamment pour les individus dont l’infection est antérieure aux développements des 

thérapies antirétrovirales et ceux vivant dans les pays en développement. Pour ces individus la 

capacité d’induire de nouvelles réponses (de novo) LT CD8 est cruciale, car cela permettrait 

de remplacer les réponses présentes depuis le début de l’infection et dont les fonctions 

effectrices sont altérées par l’épuisement. D’où notre dernière hypothèse : les caractéristiques 

de stemness observées à LATE sont associées à l’apparition de nouveaux clones. Malgré le 

nombre limité d’individus et de cellules étudiées, la caractérisation simultanée du TCR et du 

transcriptome de ces cellules semble valider cette hypothèse. Nos données semblent indiquer 

que le profil associé à la différenciation précoce et à la stemness observée à LATE provient de 

l’apparition et de l’expansion de nouveaux clones avec une expression accrue de CD28. Il est 

probable que les vieux clones présents pendant les premières années du suivi avec un profil 

différentié et épuisé aient graduellement disparu pour être remplacés par ces nouveaux clones 

démontrant des attributs fonctionnels supérieurs. Le traitement est probablement un acteur clé 

de ce phénomène. La diminution de la charge virale dans un contexte de reconstitution 

immune efficace a pu permettre l’induction de nouvelles réponses LT CD8 et la formation 

d’une réponse mémoire fonctionnelle similaire à ce que l’on observe dans le contrôle naturel 
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de l’infection. Puisque la composition clonotypique est un déterminant clé de l’efficacité des 

réponses LT CD8 anti-virales, l’apparition de nouveaux clones avec un potentiel de stemness 

supérieur peut avoir des implications pour le contrôle du virus et du réservoir chez ces 

individus 471.  

 

 La capacité des individus infectés par VIH à produire de nouvelles réponses est une 

considération importante pour le traitement de la maladie, et un sujet de débat depuis quelques 

années. En effet, nos connaissances actuelles montrent une diminution significative des 

ressources immunes chez les individus infectés. De plus, l’âge a un effet confondant sur ces 

critères et agit en synergie avec l’infection pour réduire les capacités des individus infectés à 

produire de nouvelles réponses. L’altération de l’architecture du thymus et la contraction des 

compartiments de cellules naïves et de progéniteurs hématopoïétiques (CD34+) sont tout 

autant de facteurs qui contribuent à la réduction de la production thymique et de la capacité à 

générer de nouvelles réponses chez les individus infectés par VIH 472–474. L’apparition de 

nouveaux clones est donc une observation encourageante qui suggère une capacité 

d’adaptation du système immunitaire, même chez des individus âgés après plusieurs 

décennies d’infection à VIH.  

  

Toutefois il est important de clarifier certains points et de compenser les limites de 

notre étude. Dans un premier temps, le faible nombre de patients implique la nécessité de 

vérifier si le profil observé est représentatif de l’ensemble des individus infectés par le virus, 

ou si cela concerne des cas isolés d’individus ayant réussi à maintenir les ressources 

immunitaires suffisantes pour induire de nouvelles réponses malgré les années. Après tout, il 

existe un biais de sélection important puisque nous avons sélectionné nos patients pour le 

scRNAseq en fonction de la présence ou non d’une population tétramère + significative. Dans 

un deuxième temps, il est également important de vérifier si ce profil de stemness est 

représentatif de l’ensemble des réponses spécifiques de VIH au sein de ces individus. Le fait 

que deux réponses spécifiques distinctes chez PS24 présentent un profil similaire pourrait 

aller dans ce sens. Toutefois, deux réponses chez un seul individu n’est pas suffisant pour 

conclure définitivement et il faudrait plus d’échantillons avec une caractérisation 

systématique des réponses dirigées contre plusieurs épitopes et protéines virales distinctes. En 

lien avec ce dernier point, il serait pertinent d’évaluer l’évolution de réponses LT CD8 

spécifiques d’épitopes hautement conservés du virus, notamment sur la protéine structurelle 

Gag. Il existe une littérature robuste montrant que les réponses LT CD8 sont hétérogènes au 
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regard de leur capacité à contrôler la réplication, et que ces différences peuvent s’expliquer en 

partie par la spécificité de la réponse. Les réponses ciblant Gag sont caractérisées par une 

polyfonctionnalité supérieure et corrèlent avec une charge virale plus faible, ce qui n’est pas 

le cas des réponses ciblant Env 475. Une explication plausible pour cette observation est le 

coût de l’adaptation pour le virus. Certaines mutations d’échappement viennent avec un prix 

trop élevé au regard de la réplication virale et de l’infectiosité du virion. C’est une 

considération importante car cela permettrait de distinguer si les nouveaux clones observés 

constituent des réponses LT CD8 dites « driver » capables de contrôler efficacement la 

réplication ou au contraire des réponses « passenger »  n’induisant pas une pression de 

sélection sur le virus et offrant une protection limitée 476,477. Cette distinction est la raison 

pour laquelle la plupart des vaccins cherchant à induire une réponse LT CD8 efficace vise à 

induire des réponses spécifique de Gag 478.  

 

 Une stratégie naissante dans le contexte de l’infection à VIH est la reprogrammation. 

Cette stratégie consiste à modifier les cellules pour les doter des capacités qu’on estime 

importantes pour le contrôle de l’infection. Une étude récente a montré la faisabilité de cette 

approche dans le contexte de l’infection à VIH en reprogrammant les LT CD8 d’individus 

progresseurs in vitro pour leur octroyer un potentiel de stemness supérieur. Dans cette étude 

l’utilisation d’un inhibiteur de GSK-3 appelé 6-bromoindirubin-3′-oxime (BIO) a été capable 

de promouvoir l’expression de TCF-1 dans les LT CD8 totaux et spécifiques du virus après un 

traitement de 12 heures en culture, permettant à ces cellules de se dédifférencier en TSCM et 

TCM (ou au moins d’arborer un phénotype correspondant à ces sous-populations). Après 

stimulation par le TCR les cellules traitées par BIO montrent une expression accrue de Bcl-6, 

CD127 ou encore Bcl-2 suggérant une résistance à l’apoptose et un potentiel de survie 

supérieur. Ces cellules sont également caractérisées par une expression réduite de divers 

gènes associés à l’épuisement (notamment les IR Havcr2 et Tim3). D’une manière 

intéressante le traitement avec BIO a permis de générer des cellules avec une meilleure 

capacité suppressive vis-à-vis du virus et une polyfonctionnalité supérieure (principalement 

au travers de la production de TNF-α) 479. Cette étude n’est pas un cas isolé et plusieurs 

tentatives de reprogrammation des LT CD8 dans différents contextes (infection virale, cancer) 

existent 480,481.  

 

 Un objectif de plus en plus important pour la reprogrammation des LT CD8 est 

l’induction ou la préservation du potentiel de stemness, principalement sous la dépendance 
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des TCM et TSCM. En effet les TCM et TSCM ont deux capacités importantes. D’une part elles 

maintiennent la capacité de se différencier en cellules effectrices pour afficher des fonctions 

effectrices. C’est un point important car la réduction de la taille du réservoir (dans une 

hypothétique stratégie de shock and kill efficace par exemple) nécessitera de fortes fonctions 

cytolytiques pour détruire les cellules du réservoir réactivées. D’autres part, les TCM et TSCM 

ont la capacité de s’auto-renouveler et de maintenir une population peu différentiée pouvant 

perdurer pendant des années 342,344. La présence seule de cellules effectrices n’est pas une 

garantie suffisante de protection si ces cellules sont vouées à s’épuiser et à mourir par 

apoptose au bout de quelques semaines d’infection. La composante critique d’une réponse 

efficace est la capacité d’être maintenue sur le long terme. C’est la raison pour laquelle la 

plupart des immunothérapies efficaces dans le cadre du cancer sont associées à la stemness et 

au potentiel de prolifération des LT CD8. Une étude publiée dans Science a montré que le 

traitement de TIL avec des concentrations extracellulaires importantes en potassium limite les 

modifications épigénétiques associées à l’épuisement et à la différenciation tout en préservant 

un programme génétique associé à la stemness (incluant une expression accrue de TCF-1). 

Des LT CD8 traités de la sorte ont permis de diminuer significativement la croissance 

tumorale dans un modèle murin 482. Il a également été montré dans le contexte du mélanome 

que la fréquence de LT CD8 Tcf7+ intratumoral est associée à une meilleure survie et une 

meilleure réponse 483. Dans l’ensemble ces données montrent le rôle important de la stemness 

pour l’efficacité de la réponse LT CD8.  

 

Le fait d’observer des LT CD8 avec des caractéristiques évocatrices de la stemness 

après plusieurs décennies d’infection est une observation encourageante. A certains égards, 

cette observation ressemble à une forme d’auto-reprogrammation du système immunitaire qui 

aurait généré de nouveaux clones pour remplacer les clones vieillissants et épuisés. Bien 

qu’encourageante, cette observation ne constitue pas la solution miracle pour l’éradication du 

réservoir ou même simplement une guérison fonctionnelle car plusieurs limitations subsistent. 

Dans un premier temps, la fréquence des nouveaux clones est faible. Le nouveau clone de la 

réponse B*08-FL8 représente 45 % d’une réponse qui représente elle-même 0.06 % des LT 

CD8 totaux. Pour la réponse B*08-EI8 c’est une proportion encore plus faible. Cela signifie 

que dans le contexte d’une interruption de traitement, ces nouveaux clones, à eux seuls, auront 

probablement un impact limité sur le contrôle de la réplication virale. Dans un deuxième 

temps, ces nouveaux clones se trouvent dans le même environnement qui a poussé les vieux 

clones vers la différenciation terminale et l’épuisement. Dans un contexte d’interruption du 
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traitement, il est donc probable que ces nouveaux clones subissent le même sort et s’orientent 

progressivement vers l’épuisement en l’absence d’intervention thérapeutique. En revanche, 

l’existence de ces clones avec un potentiel de stemness offre une fenêtre d’opportunité. Leur 

pertinence ne réside pas dans leur capacité à contrôler spontanément l’infection, il est 

probable qu’ils n’y parviendront pas par eux-mêmes, mais à être inclus dans une stratégie 

intégrative plus large utilisant le potentiel des LT CD8.  

 

C’est la raison pour laquelle nous avons cherché à amplifier l’expansion et 

l’acquisition de fonctions effectrices de ces cellules au travers du modèle du « Boosting ». 

Augmenter le nombre et la fonctionnalité de ces cellules est un objectif important pour la 

réussite de stratégie telle que le shock and kill. Bien que préliminaires et limitées par le 

nombre d’échantillons, nos données montrent qu’il est possible de moduler positivement les 

fonctions effectrices des LT CD8 même après des années de traitement. Sur le peu 

d’échantillons testés de la cohorte IMMUNOCO, ceux de PS14 ont montré l’expansion et 

l’acquisition de fonctions effectrices les plus impressionnantes (Marquage représentatif des 

figures 49–52). Ce résultat est surprenant d’autant plus que cet individu ne possède pas un 

HLA associé au contrôle (HLA-A*03) et qu’il présente l’un des taux CD4 les plus faibles sur 

l’ensemble de la cohorte (Annexe 3 Partie 1).  

 

Parmi les molécules testées en tant qu’adjuvant, TLR8L semble induire les meilleures 

fonctions effectrices. Nous avions déjà montré la capacité de TRL8L à induire des réponses 

LT CD8 avec une meilleure cytotoxicité, une meilleure prolifération et une meilleure avidité 

fonctionnelle dans un modèle de priming. Dans cette étude l’acquisition des fonctions 

effectrices est soutenue par une expression accrue de T-bet dépendant de la cytokine IL-12 484. 

Dans le contexte du boosting nous ne pouvons que spéculer qu’un mécanisme similaire soit 

impliqué. Ceci étant dit, dans notre modèle IL-12 augmente significativement l’expansion des 

LT CD8 mais pas l’acquisition de fonctions effectrices. De plus nous n’observons pas de 

modulation de T-bet après ajout de TRL8L ou d’IL-12. Cela suggère qu’il existe des 

mécanismes additionnels par lesquels TLR8L favorise l’acquisition de fonctions effectrices 

dans le modèle du boosting. D’une manière importante, TRL8L peut jouer un rôle pertinent 

dans le contexte de la latence virale. La stimulation de LT CD4 déjà activés par le TCR avec 

des ligands de TLR8 induit un état « d’hyper-activation » caractérisé par une régulation à la 

hausse de marqueurs d’activation (CD80, HLA-DR) et une production plus importante de 

cytokines pro-inflammatoires. Cet état d’activation induit par TLR8L permet une réactivation 
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partielle du réservoir latent en favorisant la transcription des provirus intégrés 485. Une autre 

étude a confirmé ces résultats en montrant que TRL8L permet de réactiver directement le 

réservoir de macrophages dérivant de monocytes via la voie MAPK et indirectement le 

réservoir de LT CD4 via la production de TNFα 486. La capacité de TLR8L à simultanément 

améliorer la fonctionnalité des LT CD8 et réactiver le réservoir en font un candidat intéressant 

pour une approche « shock and kill ».  

 

Il est avantageux d’utiliser des agonistes de TRL pour plusieurs raisons. D’une part, 

leur efficacité a déjà été démontrée dans un contexte vaccinal chez l’Homme en tant 

qu’adjuvant. Les agonistes de TRL3, TRL7 et TRL8 sont notamment impliqués dans 

plusieurs essais cliniques dans le contexte du cancer de la prostate ou plus récemment dans le 

développement de vaccins contre SARS-Cov2 487–491. D’autre part, plusieurs agonistes des 

TRL ont montré leur efficacité dans un contexte d’infection rétrovirale. Les travaux du groupe 

de Dan Barouch ont montré que l’utilisation combinée de l’agoniste de TLR7 vesatolimod et 

d’un anticorps neutralisant à large spectre (PGT121) permet de repousser l’apparition du 

rebond viral chez des macaques rhésus infectés par une souche hybride SIV/VIH (SHIV) (112 

jours contre 21 jours pour les animaux contrôles) 492–494. La charge virale est d’ailleurs restée 

indétectable pendant plus de 6 mois après l’interruption de traitement chez 5 de ces animaux. 

Dans cette étude le contrôle de la réplication virale semble être sous la dépendance des NK 

puisque le temps avant le rebond corrèle avec l’activation de ces cellules, et que le traitement 

n’induit une réponse LT CD8 spécifique du virus. En revanche une étude similaire faisant 

intervenir l’utilisation d’anticorps dans le contexte de l’infection à SHIV montre un rôle 

important des LT CD8 dans le contrôle de l’infection 495.  

 

Le succès relatif de ces stratégies met en avant la nécessité de développer des 

approches combinatoires reposant sur la réponse immunitaire adaptative, mais également les 

réponses innées et humorales. Pour maximiser l’efficacité de ces approches il sera important 

de trouver une solution aux barrières actuelles qui empêchent l’éradication du virus, 

notamment dans le contexte de la réponse LT CD8 :  

 

La variabilité et la diversité virale. La capacité d’acquérir des mutations rapidement 

est une caractéristique de l’infection à VIH-1 et constitue un frein important pour l’efficacité 

de la réponse LT CD8. Cet aspect en particulier peut avoir des conséquences directes sur la 

pertinence des nouveaux clones in vivo. Une solution pour limiter l’impact de la diversité 
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virale serait d’induire et d’améliorer la fonctionnalité des réponses LT CD8 ciblant des 

épitopes non-mutés importants pour la structure et la capacité réplicative du virus. 

 

Le réservoir. L’existence même du réservoir est un frein majeur à l’éradication du 

virus. Le développement de LRA capable de réactiver efficacement le réservoir constitue un 

objectif important pour certaines stratégies visant la guérison fonctionnelle.  

 

La compartimentation de la réplication virale et du réservoir. Le virus se réplique 

préférentiellement dans des zones inaccessibles aux LT CD8, notamment la zone folliculaire 

des ganglions lymphatiques. Les LT CD4 des zones folliculaires ont 31 fois plus de chance 

d’être infectés de manière productive que leur équivalent dans le paracortex 465,466,496. Ces 

zones sanctuaires pour la réplication virale constituent une barrière majeure à l’éradication du 

virus. Une solution serait de parvenir à modifier les propriétés migratoires des LT CD8 pour 

les rediriger vers ces zones d’intérêt. Quelques études ont montré l’existence de LT CD8 

CXCR5+ capables de migrer vers les follicules et contrôler la réplication virale sur place. Ces 

observations ont été faites dans le contexte du contrôle naturel de l’infection, aussi bien chez 

l’Homme que chez le singe 497,498. Compte tenu de la contribution des LT CD4 folliculaires 

des centres germinatifs au réservoir, il est crucial de développer des stratégies visant à 

promouvoir la migration des LT CD8 vers ces zones sanctuaires.  

 

L’épuisement des LT CD8. L’épuisement progressif des LT CD8 pendant l’infection 

à VIH compromet la réussite de toutes les stratégies qui dépendent de la fonctionnalité de ces 

cellules. Les stratégies actuelles pour limiter ce phénomène reposent sur la reprogrammation 

de ces cellules pour les doter d’un potentiel de stemness, ou sur l’utilisation d’inhibiteurs de 

points de contrôle immunitaire destinés à limiter l’épuisement et rétablir les fonctions des LT 

CD8. Nos résultats indiquent que, dans certains cas, de nouvelles réponses LT CD8 avec des 

caractéristiques de stemness peuvent être générées chez des individus traités depuis des 

années malgré un vieillissement immunitaire marqué. Cette observation offre l’opportunité 

d’inclure ces cellules dans une stratégie plus large cherchant à diminuer la taille du réservoir 

et éventuellement, à terme, permettre la guérison fonctionnelle des individus infectés par 

VIH-1.  
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En conclusion, dans ce travail de thèse nous avons cherché à évaluer le potentiel de la 

réponse LT CD8 chez des individus infectés par VIH-1 après des années de traitement 

efficace. Les LT CD8 jouent un rôle important dans le contrôle de l’infection à VIH-1 et leurs 

propriétés fonctionnelles corrèlent directement avec une progression plus lente de la maladie. 

Cependant la majorité des individus infectés par VIH-1 voient la fonctionnalité de leur 

réponse LT CD8 diminuer graduellement jusqu’à perdre la capacité de contrôler efficacement 

la réplication virale. L’initiation du traitement permet une restauration partielle de la 

fonctionnalité des LT CD8, mais jamais au niveau d’individus séronégatifs. De plus, 

l’épidémie a commencé il y a plus de 40 ans et la plupart des individus infectés par le virus 

commencent à vieillir significativement. Le déclin de l’immunocompétence associé à l’âge, 

aussi appelé immunosénescence, est une limite supplémentaire à l’induction de réponses LT 

CD8 fonctionnelles. Pour toutes ces raisons il est important d’évaluer si le traitement à très 

long terme des individus infectés par VIH-1 a permis de préserver le potentiel des LT CD8 

pour le contrôle de la réplication virale, et donc, leur pertinence dans certaines stratégies 

thérapeutiques comme la stratégie shock and kill.  

 

Après des années d’infections nous observons que les LT CD8 spécifiques du virus 

montrent au niveau phénotypique et transcriptomique des caractéristiques associées à la 

différenciation précoce et à la stemness. Ce profil transcriptomique correspond également à 

celui observé chez des individus contrôleurs, capable de contrôler la réplication virale en 

l’absence de traitement. Ces modifications phénotypiques et transcriptomiques sont 

accompagnées de l’apparition de nouveaux clones présentant un potentiel supérieur pour le 

contrôle de la réplication virale. Enfin, nous montrons que l’utilisation de certains adjuvants 

(TRL8L notamment) permet d’induire des réponses LT CD8 hautement fonctionnelles et de 

magnitude importante, même après des années de traitement. Ces observations suggèrent deux 

choses : d’une part le traitement à long terme à permis de maintenir un certain potentiel pour 

le contrôle de la réplication virale. C’est une observation encourageante pour les individus 

traités efficacement depuis plusieurs décennies. D’autre part, l’apparition de nouveaux clones 

présentant des caractéristiques associées à la stemness suggèrent une capacité de résilience du 

système immunitaire, même chez des individus montrant des signes marqués de vieillissement 

immunitaire. Cette observation à des implications qui dépassent le simple cadre de l’infection 

à VIH-1. L’existence de ces cellules offrent l’opportunité de les inclure dans des stratégies 

intégratives plus larges visant à diminuer la taille du réservoir et permettre ainsi la guérison 

fonctionnelle des individus infectés par VIH-1. 
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Annexe 1 Partie 1 – Évolution de la charge virale et du compte LT CD4 au cours du suivi des 
individus de la cohorte IMMUNOCO 
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Annexe 1 Partie 2 – Évolution de la charge virale et du compte LT CD4 au cours du suivi des 
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Annexe 2 – Réponse LT CD8 spécifique du virus testée et détectée au sein des individus de la 
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ABSTRACT 

Therapeutic approaches, such as the “shock and kill” strategy, aim at eradicating the HIV-1 

reservoir in treated HIV-1 infected patients based on CD8+ T cell efficacy. Precise knowledge 

of the state of HIV-1-specific CD8+ T cells after long-term infection and treatment is crucial 

for such strategy success. Here, we studied the evolution of the HIV-1 specific CD8+ T cells 

response in a unique longitudinal cohort of antiretroviral treated aging HIV-1 infected patients 

with an average follow-up of 25 years. HIV-1-specific CD8+ T cells from eleven HLA 

compatible patients were characterized by flow cytometry to investigate their activation, 

differentiation and senescence state. Rather than showing signs of exhaustion or senescence, 

HIV-1-specific CD8+ T cells of long-term treated patients were characterized by a less 

differentiated phenotype, highlighted by the increased expression of the co-stimulatory 

receptor CD28. Single-cell RNAseq performed on sorted HIV-1-specific CD8+ T cells from 

two patients, revealed marked changes in clonotypic composition (i.e. TCRa/b chain 

identification) over time. The gene expression signature of these cells at late time points 

indicated early differentiation and stemness, which is reminiscent of CD8+ T cells associated 

with natural control of HIV. These phenotypic and transcriptomic changes were not due to a 

reversal of HIV-1-specific CD8+ T cell dysfunctional state, but could be explained by the 

appearance of new clonotypes with renewed potential. These phenotypic and transcriptomic 

changes were not due to a reversal of HIV-1-specific CD8+ T cell dysfunctional state, but 

were rather explained by the appearance of new clonotypes with renewed potential. This is the 

first evidence of improved fitness and functional potential of HIV-1 specific CD8+ T cells 

after long-term treated infection, in spite of ageing 
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INTRODUCTION 

HIV-1 remains over years a serious public health challenge for which there is no 

existing vaccine or cure. Cure of HIV-1 infection entails total clearance of the HIV-1 

reservoir, consisting in a pool of latently-infected cells that harbors replication competent 

provirus and persists indefinitly (1, 2). While total eradication of the reservoir may represent 

an overreaching goal, a substantial decrease of the reservoir size could represent a more 

realistic goal that would entail treatment-free remission without viral rebound, also known as 

a functional cure. To this end, current approaches have been predominantly centered around 

the “shock and kill” strategy, which aims at a reactivation of the reservoir through latency 

reversing agents (LRA) while maintaining suppressive antiretroviral therapy (ART), and the 

subsequent elimination of latently-reactivated cells through host cytolytic effector 

mechanisms predominantly relying on the HIV-1-specific CD8+ T cell responses (3). 

Harnessing specific CD8+ T cells is being explored to achieve HIV remission, but the quality 

and function of these cells is a key condition of the success of this strategy. 

 

Numerous reports have emphasized the importance of the functional and qualitative 

properties of CD8+ T cells in the control of HIV-1 infection (4). Some rare individuals, 

termed “controllers”, show spontaneous control of plasma viral load without the need of ART 

(5). This phenotype was found to be partially mediated by virus-specific CD8+ T cells which 

displayed higher proliferative potential, polyfunctionality and HIV-1 suppressive capacity 

than their counterparts in the majority of individuals who naturally progress toward AIDS 

without treatment (termed “progressors”) (6-11). Moreover, individuals infected by HIV-2, a 

less pathogenic form of HIV that offers another paradigm of effective HIV control, typically 

display robust virus-specific CD8+ T cell responses (12-14). However, CD8+ T cell responses 

remain suboptimal in the vast majority of people living with HIV-1 (PLWH). During 

untreated chronic infection, elevated viral replication and persistent activation of CD8+ T cells 

generally lead to their exhaustion with a subsequent impaired capacity to control the infection 

(15-17). In addition, HIV-1 infected individuals typically show accumulation of highly 

differentiated CD8+ T cells lacking the expression of the co-receptor CD28 and expressing 

CD57 (18), associated with telomere shortening and reduced telomerase activity, and 

considered end-stage cells approaching senescence (19, 20). Overall, these CD8+ T cell 

alterations explain to some extent the host inability to control HIV-1 effectively, and may also 
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hinder the efficacy of immunotherapeutic approaches exploiting these cells to target the viral 

reservoir. 

 

By suppressing viral replication and promoting immune reconstitution, suppressive 

antiretroviral therapy restores some of the cellular alterations found in HIV-1-infected 

individuals (21). It can notably normalize the activation, differentiation and senescence profile 

of total CD8+ T cells (22, 23). ART can also help preserving the function of HIV-specific 

CD8+ T cells, depending  on the timing of treatment initiation after infection. Indeed, when 

ART is initiated during chronic HIV infection HIV-1-specific CD8+ T cells present residual 

dysfunctional properties (24-26). In contrast, ART initiation during acute HIV infection 

promotes the persistence of less differentiated HIV-1-specific CD8+ T cells, displaying 

stemness properties along with high expansion and cytotoxic potential upon recall (27, 28). 

Increasing evidence advocate for initiating ART as early as possible, to limit damages to 

immune defences including HIV-1-specific CD8+ T cells, and increase chances of HIV 

remission for PLWH. However, for many years, initiation of ART has been based on 

quantitative CD4 T cell numbers until the START trial results and universal recommendations 

to implement ART in all HIV infected individuals no matter of CD4 T cell numbers. The 

succes of combined ART had another challenge, ageing with HIV. Indeed, decline of immune 

competence related to increased age, or immunosenescence, may further affect the quality of 

their immune responses against HIV. Given that the potential success of immunotherapies 

towards HIV remission relies on the quality and function of HIV-1 specific CD8+ T cells, it is 

critical to get insights into the remaining functional potential of these cells in aging PLWH 

treated for a very long time. To adress this question, we studied HIV-1 specific CD8+ T cells 

in a unique cohort of 20 HIV-1 infected patients with with a nearly 30 years folllow up of 

HIV infection. We analyzed the phenotype and gene expression profile of rare HIV-1 specific 

CD8+ T cells using polychromatic flow cytometry and single-cell RNA sequencing. Our data 

reveal that very long-term ART is associated with evidence of rejuvenated HIV-1 specific 

CD8+ T cells and the emergence of new clonotypes despite patient ageing. 
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RESULTS 

 

Long-term treatment and ageing of HIV-1 infected individuals 

To assess the status of HIV-1 specific CD8+ T cells after several years of untreated and 

treated infection, we leveraged to a unique blood cell collection including historically 

cryopreserved peripheral blood mononuclear cell (PBMC) samples from the early 90s and 

PBMC from a recent blood draw from the same individuals. These patients were initially 

recruited in the Immunoco cohort, established in 1991 to study immune parameters associated 

with HIV-1 disease progression (29-31). The cohort enrolled 152 untreated HIV-1 infected 

progressors recruited between 1991 and 1992. Among these patients, 28 were still followed in 

our infectious disease department in Paris in 2016/2017 with a median follow-up of 25 years. 

For some patients, we had samples collected in the late 80s before their inclusion in the 

Immunoco cohort. Both historical and recent PBMC samples, defined as EARLY and LATE 

time points, were available from 20 of these subjects, enabling retrospective immunological 

analyses (Table 1). An additional historical PBMC sample (intermediate INT time point), 

obtained in the mid 90s, was also available for 15 of the studied individuals. 

 

The three time points corresponded to different periods of antiretroviral treatment. 

Individuals were untreated at the EARLY time-point, received poorly effective monotherapy 

at the INT time-point, and were efficiently treated for the last 15 years with ART at the LATE 

time-point (Figure 1A). Following ART introduction, several individuals continued to present 

episodes of detectable viral replication for several years, until sustained control of the virus 

was generally established from 2007 onwards (Figure 1B and Figure S1). There was a median 

of 11.6 years between the last major episode of viral replication (defined as more than 1000 

copies/mL) and the LATE time point. As a result of ART-mediated viral suppression over the 

years, CD4+ T cell counts and CD4/CD8 ratios were significantly higher at the LATE time 

point compared to EARLY and INT ones (p<0.001, Figure 1C), highlighting successful 

immune reconstitution.  

 

However, these PLWH have also aged (Figure 1D), which can be associated with 

changes of immunological parameters. In particular, alterations of the naive CD8+ T cells 

represent an important marker of immune ageing (20). Despite the benefit of long-term 

antiretroviral therapy and immune reconstitution, there was a clear contraction of the naive 
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CD8+ T cell compartment in individuals at LATE time points. Except for a few outliners, their 

naive CD8+ T cell frequency and absolute counts reached similar levels to those of older HIV-

1 seronegative (>75y) and seropositive individuals (>65y) (Figure 1E). Moreover, in line with 

observations from young and older uninfected adults (32), naïve CD8+ T cells displayed 

evidence of telomere shortening at the LATE time point, with lengths approaching those of 

highly differentiated CD57+ memory cells (Figure 1F). Increasing age of the patients was also 

associated with accumulation of memory CD8+ T cells lacking the co-receptor CD28 or 

expressing the senescent marker CD57, considered as hallmarks of immune ageing (Figure 

1G). Overall, these individuals are representative of people with a long history of HIV-1 

infection and antiretroviral treatment, as well as people who have aged and present evidence 

of immune ageing. 

 

Detectable HIV-1 specific CD8+ T cells from long-term treated PLWH are less 

differentiated  

We next sought to evaluate the characteristics of HIV-1 specific CD8+ T cells in these 

patients. To this end, we used human leukocyte antigen (HLA) class-I matched tetramers to 

identify HIV-1 specific CD8+ T cells at the different time points (Figures 1A and 2A). The 

MHC class I background of 11 out of 20 subjects was compatible with the use of our panel of 

HIV-1 tetramers (Table 1). We were able to detect up to 13 different HIV-1 epitope specific 

CD8+ T cells in these individuals. Consistent with previous reports showing reduced but 

detectable ex vivo responses even after years of viral suppression (24, 33), lower frequencies 

of tetramer+ CD8+ T cells were found at LATE vs. EARLY time points (p=0.05; Figure 2B). 

 

We then assessed the expression of a panel of markers associated with cellular 

differentiation (CD27, CD28 and CD45RA), activation (CD38, HLADR) and replicative 

senescence (CD57) to characterize these cells (Figure 2C and Figure S2). When compared to 

INT and EARLY cells, tetramer+ CD8+ T cells at the LATE time point showed decreased 

expression of CD38 (p=0.02 and p=0.01; Figure 2D), indicative of less activated cells, in line 

with ART suppressed viral replication. Interestingly, they also displayed decreased expression 

of CD57 (p=0.11 and p=0.03; Figure 2E) and increased expression of CD28 (p=0.03 and 

p=0.04; Figure 2F), indicating that these cells were unexpectedly less senescent and less 

differentiated in these people with a long-term history of HIV-1 infection. This particular 

phenotype is reminiscent of HIV-2 specific CD8+ T cells, which display robust anti-viral 

properties while maintaining an early-differentiated phenotype (12-14). These phenotypic 
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data suggest that HIV-1 specific CD8+ T cell populations might regain potential for 

proliferation, survival and possible HIV-1 suppression after years of treated infection, and 

despite clear signs of immune ageing. Due to the very small size of HIV-1 tetramer+ 

populations at the LATE time points (ranging from 50 to 300 cells for 10 millions 

cryopreserved PBMCs), we were not able to perform a direct functional characterisation of 

these cells. We therefore decided to exploit the power of single cell transcriptomics analyses 

to further examine the potential of these cells. 

 

Transcriptomic signatures reveal rejuvenated HIV-1 specific CD8+ T cells in long-term 

treated PLWH 

To determine the transcriptomic signature of HIV-1 specific CD8+ T cells, we selected 

four individuals (PS03, PS14, PS24 and PS212), for having detectable HIV-1 tetramer+ 

populations at both EARLY and LATE time points, and to cover a range of age at the LATE 

time point (55 to 78 years old). 100 tetramer+ cells from five virus-specific responses (HLA-

A*02-SL9, A*03-QK10, B*08-FL8, B*08-EI8 and B*57-KF11) at both time points were 

indexed sorted and processed to perform single-cell RNA sequencing (scRNAseq). We used 

the SMARTseq approach, which, although more labour-intensive than other scRNAseq 

protocols, enabled us to perform whole transcriptome sequencing on rare events, and thus to 

accommodate the small numbers of tetramer+ cells at the LATE time points. The data set of 

two out of the four selected individuals (PS212 and PS14) did not pass quality control and 

were eventually discarded. Consequently, a full transcriptomic analysis was carried out on the 

two remaining individuals: PS24 (78yr at LATE) and PS03 (55yr at LATE). 

 

Two distinct HIV-1 specific CD8+ T cell populations could be successfully sorted and 

sequenced from donor PS24, one targeting the Gag-derived EI8 epitope and the other the Nef-

derived FL8 epitope (Figure 3A). A uniform manifold approximation and projection (UMAP) 

representation of the transcriptomes partitioned cells in two groups that corresponded to the 

EARLY and LATE time-points, without discrimination between the Gag and Nef-specific 

CD8+ T cells (Figure 3B). Data set from Gag and Nef-specific cells were therefore merged for 

downstream analyses and identification of genes differentially expressed at EARLY and 

LATE time points (Figures 3C and 3D). Among the top 142 genes enriched at EARLY were 

Ly6e, Cemip2, Ifi44l, Ifi6, Riok3 and Ifitm1, suggestive of a type I interferon signature. 

EARLY cells were characterized by an overall effector-like signature (e.g. Gzmb, Gzmh, 

Fgfbp2, Ccl4 – not shown) and showed a relative overexpression of genes associated with 
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inhibitory receptors (e.g. Prdm1, Adgrg1) and exhaustion (e.g. Tox) (Figure 3E). In contrast, 

LATE cells displayed increased expression of self-renewal genes (e.g. Il7r, Cxcr4) and 

markers of naïve or early-differentiated CD8+ T cells typically associated with stemness (e.g. 

Gzmk, Ccr7, Sell, Bcl6, Klf2) (Figure 3E). These findings were confirmed in donor PS03 

(B*57-KF11), for which EARLY cells were similarly characterized by increased expression 

of interferon (e.g. Ifi27, Ifi44l, Ifi6, Isg15), inhibitory receptor (e.g. Prdm1, Havcr2) and 

effector-like associated genes, while LATE cells displayed additional genes involved in self-

renewal (e.g. Tcf7, Il7r, Nell2) (Figures S3A-S3E). 

 

To extend these findings with a more powerful approach, we subjected normalized 

counts to a gene set enrichment analysis (GSEA). GSEA validated our initial observations and 

further revealed that EARLY cells were enriched in genes associated with apoptosis and 

programmed cell death (Figure 3F and Figure S3F). Moreover, the gene signature of EARLY 

CD8+ T cells resembled the one of terminally differentiated KLRG1+ cells. Together with the 

expression of multiple genes coding for inhibitory receptors, this hints towards an exhausted 

cell profile. These signatures were lacking from LATE cells, which instead showed an 

enrichment in genes related to components of the protein translation machinery and early cell 

differentiation (Figure 3G and Figure S3F). This gene signature is usually characteristic of 

HIV-1 specific CD8+ T cells from HIV-1 infected people that can control naturally the virus 

(34). 

 

Similarities between HIV-1 specific CD8+ T cells from long-term treated PLWH and 

HIV controllers 

We therefore assessed if the signatures of HIV-1 specific CD8+ T cells from PS03 and 

PS24 could show similarities with those of CD8+ T cells from infected people with evidence 

of HIV control in the absence of treatment. We first compared the signatures of EARLY and 

LATE HIV-1 specific CD8+ T cells with those of HIV-1 infected progressor or controller 

CD8+ T cells from already published datasets (35). As expected, EARLY CD8+ T cells were 

comparable to CD8+ T cells from progressors (Figure 4A). Both groups of cells showed 

similar expression of genes associated with inhibitory receptors (e.g. Adgrg1) and IFN 

signalling (e.g. Ifi44l). In contrast, LATE CD8+ T cells showed a transcriptomic signature that 

resembled more the one of controllers, with heightened expression of genes associated with 

stemness (e.g. Ccr7, Cxcr3, Nell2) and the protein translation machinery (e.g. Rps16) (Figure 

4B). To validate further this comparison, we sorted and performed scRNAseq on virus-
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specific CD8+ T cells from two HIV-2 infected controllers. These cells are characterized by 

potent functional properties, and increased CD28 expression compared to conventional HIV-1 

specific CD8+ T cells (Figure S4A) (12-14). Their transcriptomic profile was therefore 

compared with the one of EARLY and LATE HIV-1 specific CD8+ T cells. Principal 

component analysis (PCA) yielded three clusters matching each group (i.e. HIV-2, EARLY 

and LATE). LATE, but not EARLY, CD8+ T cells clustered in close proximity with HIV-2 

specific CD8+ T cells, as well as CD28 expressing cells (Figure 4C). Unsupervised analyses 

of differentially expressed genes (i.e. 532 genes with FDR corrected P values < 0.001) 

yielded a clear partition of EARLY CD8+ T cells on one side, and LATE HIV-1 specific 

CD8+ T cells and HIV-2 specific CD8+ T cells from the two HIV-2 controllers on the other 

side (Figure S4B). Notably, these cells had in common increased expression of genes 

associated with early cell differentiation and stemness (i.e. Tcf7, Nell2, Gzmk and Il7r), and 

reduced expression of genes associated with an effector and exhausted profile, in contrast to 

EARLY HIV-1 specific CD8+ T cells (Figure 4D). This indicates that LATE and HIV-2 

specific CD8+ T cells share a transcriptomic signature associated with stemness. Altogether, 

these phenotypic and transcriptomic results show that HIV-1 infected individuals, who 

initially displayed typical exhausted CD8+ T cells during uncontrolled infection, were 

eventually able to re-establish a population of HIV-1-specific CD8+ T cells harbouring 

characteristics associated with stemness and functional potential after long-term therapy. This 

observation begs the question of the origination of these cells with renewed potential: does 

this profile result from the adaptation of the immune response to viral escape, from the 

reversal of the dysfunctional status of the HIV-1-specific CD8+ T cells, or from the 

replacement of old and exhausted cells by new ones? 

 

Long-term treated PLWH display new HIV-1 specific CD8+ T cell clonotypes 

To address this point, we first investigated if these CD8+ T cell changes could coincide 

with the establishment of dominant viral variants in the reservoir at the LATE time point. 

When treatment is initiated during chronic infection, CD8+ T cell escape variants can indeed 

become dominant in the latent reservoir, indicating a complete replacement of the initially 

established reservoir (36). We were able to sequence the target viral epitope regions in 

PBMCs from six patients (PS03, PS14, PS17, PS24, PS112, PS114) showing early HIV-1-

specific CD8+ T cell differentiation at the LATE time point. However, there was no evidence 

of viral evolution as epitope regions of interest remained generally unchanged between the 

EARLY or INT time points and at the LATE one (Figure S5). This indicates that the changes 
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observed in HIV-1-specific CD8+ T cell populations at the LATE time point were not the 

result of viral evolution.  

 

We next assessed the evolution of the clonotypic composition of HIV-1 specific CD8+ T 

cells over time to examine whether the LATE “stemness” signature was associated with 

changes in the TCR repertoire. We identified both the TCRa and TCRb of the HIV-1 specific 

single CD8+ T cells using the scRNAseq data generated for PS24 (B*08-FL8 and B*08-EI8) 

and PS03 (B*57-KF11). The TCR repertoire of all three HIV-1 specific CD8+ T cell 

populations show marked changes between EARLY or INT to LATE time points. Of note, 

LATE cells presented new clonotypes that were absent from previous time-points. In PS24 

FL8-specific CD8+ T cells, a TRBV5-6/TRBJ2-5 clonotype persisted throughout the 25 years 

of follow-up (Figure 5A and S6A). This clonotype was highly dominant at EARLY and INT 

time points, but no longer at the LATE time point, when a new TRBV2/TRBJ2-7 clonotype 

became dominant. Similarly, in PS24 EI8-specific CD8+ T cells, while a persistent clonotype 

(TRBV9/TRBJ2-5) could be identified at all time points, new dominant clonotypes 

(TRBV9/TRBJ1-2 and TRBV20-1/TRBJ2-7) emerged at the LATE time point (Figure 5B and 

S6B). In PS03 B*57-KF11 CD8+ T cells, the EARLY dominant TRBV5-6/TRBJ1-5 

clonotype was replaced by a LATE new clonotype showing similar TRBV, TRBJ and TRAV 

usage, but distinct CDR3 sequence and TRAJ usage (Figure 5C and S6C). The transcriptome 

evolution of these three HIV-1 specific CD8+ T cell populations at the LATE time point was 

therefore concomitant to changes of their clonotypic repertoire. 

 

Based on their presence at EARLY/INT or LATE time points, we could therefore define 

old and new clones in these three CD8+ T cell populations. We next aimed to determine 

whether old and new clones at the LATE time point could be differentiated based on their 

gene expression profile. Due to the extremely low number of cells, this analysis was only 

possible for the PS24 FL8-specific population (25 and 14 sorted cells for the new and old 

clones respectively). A sparse Partial Least Squares Discriminant Analysis (sPLS-DA) 

highlighted a separation between the two clonotypes along the first component 1 (Figure 5D). 

A total of 50 variables were found to be associated with component 1 (Figure 5D). Many 

genes overexpressed in the old clone were associated with inhibitory receptors and exhaustion 

of CD8+ T cells, including Cd160 (encoding for an inhibitory receptor), Nr3c1 (encoding for a 

glucocorticoid receptor preferentially expressed by dysfunctional tumour infiltrating 

lymphocytes), Mat2a (encoding for an enzyme involved in methionine metabolism that drives 
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T cell exhaustion through production of S-adenosylmethionine) (37-39) (Figures 5E). 

Moreover, GSEA confirmed the enrichment of inhibitory genes and revealed that several 

pathways previously associated with EARLY CD8+ T cells were still enriched in the old clone 

at the LATE time point, notably gene signatures associated with “Terminal exhaustion”, 

“apoptosis” and the “p53 pathway”, and IFN signalling (Figure 5F). These data suggest that 

the old clone has kept characteristics of worn-out cells, even at the LATE time point, contrary 

to the new clone, which rather displays a naive and central memory cell like gene signature 

(Figure 5F). Owing to the indexed sorting of single CD8+ T cells for RNAseq, we could trace 

back the phenotype of the old and new clones, in particular to see whether they may be 

differentiated based on CD28 expression, our initial parameter of evolution over time. We 

found that new clones expressed in general more CD28 than old ones in both PS24 and PS03 

(Figure 5G). Altogether, the findings indicate that the improved condition of HIV-1 specific 

CD8+ T cell populations observed at the LATE time point is not due to the functional 

recovery of old clones, but rather to the emergence of new HIV-1 specific clones with 

features associated with early differentiation and stemness.
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DISCUSSION 

In the present work, we studied the evolution of HIV-1 specific CD8+ T cells using a 

unique cell collection from PLWH with a very long infection history. After more than 25 

years of natural and treated HIV-1 infection, we could detect the presence of rare HIV-1 

specific CD8+ T cells. These cells, rather than showing expected marks of exhaustion or 

senescence, displayed characteristics associated with early differentiation and stemness at the 

phenotypic and transcriptomic levels. In particular, they were characterized by increased 

expression of CD28 indicating early stages of T cell differentiation (40). CD28 is a major co-

stimulatory receptor, responsible for optimal antigen-mediated activation, proliferation and 

survival of T cells (41); its loss is instead an established marker of T cell ageing (42, 43). In 

line with the evidence of early differentiation and fading traits of T cell exhaustion, tcf7, 

which encodes for TCF-1, was upregulated in HIV-1 specific CD8+ T cells of long-term 

treated PLWH. TCF-1 is a critical regulator of differentiation and persistance of memory 

CD8+ T cells (44) whose intracellular expression is associated with stemness potential, 

considered as essential for long-term CD8+ T cell efficacy in infectious or malignant disease 

settings (45). High TCF-1 expression was reported in HIV-1 specific CD8+ T cells from both 

HIV-1 and SIV controllers, and was associated with lower viral load in viremic individuals 

(26, 46, 47). In patients who initiated ART during acute HIV infection, a less differentiated 

phenotype and superior expansion capacity of HIV-1-specific CD8+ T cells correlated with 

stemness, measured by TCF-1 expression (28). Overall, the profile observed in LATE HIV-1 

specific CD8+ T cells is in line with some form of rejuvenation of these cells after decades of 

treated infection. 

 

Despite the small number of patients and cells studied in the present work, the 

simultaneous characterization of both gene expression signature and TCR sequence at the 

single cell level enabled us to get insights into this process of apparent rejuvenation. Our data 

suggest that characteristics of early differentiation and stemness of HIV-1 specific CD8+ T 

cells in long-term treated patients, was not due to a reversal of their initially exhausted 

condition, but rather to the appearance and expansion of new clonotypes. Old clones present 

during the first years of infection and displaying differentiated and exhausted profiles tended 

to disappear, and could be replaced by new clones with the original functional potential. 

Owing to long-term ART-mediated viral suppression, it is likely that low antigen load due to 

low grade viral replication or blips, in a context of full immune reconstitution, resulted in the 
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priming of new HIV-1 specific CD8+ T cells displaying optimal functional attributes, 

similarly to what is observed in natural controllers. The clonotypic composition of virus-

specific responses is a critical determinant of anti-viral efficacy (48), so the emergence of 

dominant clones with renewed functional capacity likely changes the potential of HIV-1 

specific CD8+ T cells to control the virus and target its reservoir in these patients. 

 

Our study presents a number of limitations. Since we could eventually perform 

immunological studies only on eleven remaining patients of the initial cohort, the sample size 

remains small. Moreover, we could generate complete longitudinal transcriptomic analyses 

only on two individuals. Although our data represent first evidence supporting a renewed state 

of HIV-1 specific CD8+ T cells after very long-term therapy, validation using other cohorts 

with 25 years or more hindsight will be necessary to generalize our observations. Due to the 

extremely low number of tetramer+ cells detectable after 25 years of treated infection, we 

were limited to performing phenotypic and transcriptomic analyses of HIV-1 specific CD8+ T 

cells, but could not perform suitable functional studies of these cells. The question remains 

therefore whether long-term treatment has enabled the restoration of HIV-1 specific CD8+ T 

cell responses with genuine anti-viral efficacy, or if these cells are simply resting but 

functionally worthless. We can only speculate that these cells are effective at suppressing the 

virus and controlling HIV-1 replication, like their counterparts in HIV-1 or HIV-2 controllers. 

While it is unlikely that numbers of these cells may be sufficient to control viral rebound if 

patients were to halt their antiretroviral treatment, the presence of these cells with renewed 

potential is nonetheless a promising sign that exploiting or boosting them using interventional 

approaches could yield the generation of effective immune responses towards HIV remission 

in long-term treated patients. 

 

Remarkably, replacement of exhausted or senescent CD8+ T cell clones by newly 

generated ones occurred in PLWH who have aged significantly. For instance, PS24, one of 

the two patients for whom we could perform a thorough analysis, was 78 years old at the time 

of the last sampling. With advanced age, people experience immune ageing, which can be 

further accentuated by HIV-1 infection. It is well established that HIV-1 infected people even 

on ART exhibit sustained immune dysfunction, which is reminiscent of old age (49-51). 

Phenotypically, the accumulation of highly differentiated CD28-/CD57+ memory T cells is 

commonly observed in HIV-1 infected patients and in old uninfected people. Decline of 

primary immune resources including naive T cells and CD34+ hematopoietic progenitors is 
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key in linking HIV-1 pathogenesis and ageing, and is a presumed cause of reduced immune 

responsiveness (52). In old PLWH, both advanced age and HIV-1 infection represent a 

particular burden for the immune system, whose efficacy is undoubtedly decreasing. 

However, the replacement of old cells by newly generated clones in these patients is evidence 

of the resilience capacity of cellular immunity despite ageing, which has implications even 

beyond the context of HIV-1 infection. 
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METHODS 

Subjects 

One-hundred and fifty-two HIV-1 infected patients were enrolled in a prospective analysis of 

HIV-specific CTL between 1988 and 1993 and were followed until December 1996. HIV 

seropositivity was confirmed on positive ELISA and Western blot. All patients signed an 

informed consent and the protocol was accepted by an ethical committee. Exclusion criteria 

were: age below 18 years; haemophilia; continuing injecting drug abuse; and treatment with 

protease inhibitors. Antiretroviral therapies (mono or bitherapy by nucleoside analogues from 

November 1991 to March 1996) were started or maintained according to local clinical 

practice. Routine evaluation of CD4 cell counts and of other clinical parameters was 

performed every 2–3 months. 28 of these patients were still followed in our infectious disease 

department in Paris in 2016/2017 with a median follow-up of 25 years and efficiently treated 

for the last 15 years. Blood samples were collected for evaluation of HIV-specific T cell 

responses. The use of blood products from anonymized HIV-1 infected participants heal was 

approved by the Comité de Protection des Personnes of the Pitié-Salpétrière Hospital (Paris, 

France).  

 

Flow Cytometry and reagents 

MHC class I tetramers conjugated to Streptavidin, R-Phycoerythrin conjugate (SAPE, 

ThermoFischer Scientific) were used to detect HIV-specific CD8 T cells with the following 

specificities: SLYNTVATL (SL9/HLA-A*0201), QVPLRPMTYK (QK10/HLA-A*0301), 

RLRPGGKKKY (RY10/HLA-A*0301), EIYKRWII (EI8/HLA-B*0801), FLKEKGGL 

(FL8/HLA-B*0801), KAFSPEVIPMF (KF11/HLA-B*5701) and TSTLQEQIGW (B57 

TW10/HLA-B*5701). PBMCs were stained with LIVE/DEAD Fixable Aqua (ThermoFischer 

Scientific) for 10 minutes at room temperature, stained with tetramer-PE for 15 minutes at 

37°C, stained with a cocktail of directly conjugated antibodies for 15 minutes at room 

temperature and fixed in 1% of paraformaldehyde (Fisher Scientific). Directly conjugated 

antibodies included CD8 (APC-Cy7, BD Biosciences), CD4 (BV650, BD Biosciences), 

CD45RA (V450), CD27 (AF700, Ozyme), CD28 (PE-CF594, BD Biosciences), CD95 

(FITC), CD38 (APC), HLA-DR (PerCP-Cy5.5), CD57 (BV605). Cells were analyzed on a 

LSRFortessa Cell Analyzer (BD Biosciences) and data were analyzed using FlowJo software 

(version 10.8, BD Life Sciences). 
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Telomere length measurement 

Measures of telomere length was performed as previously described (32). Briefly, genomic 

DNA (gDNA) was extracted from sorted cells with the QIAmp DNA Mini kit (QIAGEN®, 

France), and quantified using NanoDrop 2000. Relative telomere length (RTL) was measured 

as the ratio of standard DNA quantities for telomere template (T) over single copy gene 36B4 

(S) determined using quantitative real-time polymerase chain reactions (qPCR) from 2ng of 

gDNA. qPCR were performed on a 7300 Bio-Rad Thermal cycler. To convert the ratio of 

starting quantity into telomere length in base pairs, a serial dilution of DNA samples from 

293T cell line was run simultaneously in classical southern blot and qPCR. 

 

Single-cell RNA sequencing 

HIV-specific CD8 T cells were indexed sorted into 96-well microtiter plates containing lysis 

buffer (Takara) using a BD FACSAria II cell sorter (BD Biosciences) and snap frozen. RNA-

seq libraries were prepared following the SMART-Seq v4 Ultra Low input RNA kit protocol. 

3’ SMART-Seq CDS (oligo-dt) primers were hybridized to the poly(A) tail of mRNA and 

reverse transcribed. cDNA was pre-amplified and indexed using the Nextera XT DNA 

Library Prep Kit (Illumina). The libraries were pooled, quantified and sequenced across 150 

base pairs (bp) using a paired-end strategy on a Hi-seq 3000 (Illumina).  

 

scRNAseq data processing 

Generated Fastq files were aligned to hg38 using STAR software (v.2.7.0). Aligned files were 

pooled and imported in R. Quality control (QC) was performed with scater (v.1.20.1) using 

the following QC metrics: library size, number of expressed features and proportion of reads 

mapped to the mitochondrial genome (53). Outliers cells were identified for each QC metrics 

based on the absolute median deviation (MAD) from the median value of each metrics across 

all cells. Cells with values above 3 MADs from the median were considered outliers and 

discarded. Fix threshold were also used : cells expressing more than 5000 genes and less than 

500 genes were discarded. Altogether, 230, 73 and 123 cells were retained for PS24, PS03 

and HIV-2 specific CD8 T cells respectively. Retained cells were normalized using the scran 

(v.1.20.1) package which implements the deconvulation strategy for scaling normalization 

(54). Differential expressed genes were detected with the FindMarkers function (scran) using 

a Wilcoxon test with a cutoff of FDR-corrected P value < 0.05. Violin plot were generated 

using the VlnPlot function from Seurat (v.4.1.1). Heatmap and volcano plot were generated 

using the pheatmap (v.1.0.12) and ggplot2 (v.3.3.6) packages. GSEA was performed using the 
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software developped by the Broad Institue (55) . sPLS-DA was performed as previously 

described (56) . 

 

Clonotype analysis 

Fastq files were processed for TRB and TRA sequence annotation using MiXCR (v.3.0.13) 

with parameters -s has -p rna-seq -OallowPartialAlignments=true. TRB and TRA repertoire 

were then imported into R for visualization using the immunarch (v.0.7.0) package. 

 

PCR amplification and Sanger sequencing of Gag and Nef 

Viral DNA was extracted from patient total PBMCs at different time points. Gag and Nef 

were amplified starting from extracted DNA using primers previously described (57) and Taq 

Polymerase ThermoStar® 2 (Eurobio). PCR products were sequenced on both strands using 

an Applied Biosystems 3500 xls Dx Genetic Analyzer and primers from the second PCR.  

 

Statistics for nonsequencing data 

Statistical analyses were performed using the nonparametric Mann-Whitney test (2 groups) 

for group comparisons, and the Wilcoxon matched-pairs signed-rank test for the longitudinal 

samples before and after ART initiation. The nonparametric Spearman test was used for all of 

the correlation analyses. Original data unit from available data was used for all statistical 

analysis and no logarithm transformation was performed. Statistical analysis was performed 

with GraphPad Prism 9 et R. P < 0.05 was considered significant. 

 

Data availability 

This study includes no data deposited in external repositories. All data reported in this paper 

will be shared by the lead contact upon request.
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TABLE & FIGURE LEGENDS 

 

Table 1 – Clinical characteristics of study participants 

 

Figure 1 – Infection history and ageing of long-term treated PLWH. 

(A) Graphical representation of the experimental set-up. (B) Evolution of the viral load (RNA 

copies/mL) in four representative patients from February 1996 to October 2017. EARLY, INT 

and LATE time-points are highlighted in red, orange and blue respectively. (C) Absolute CD4 

T cell counts at the studied time-points (expressed in cell/mm3; EARLY n = 14, INT n = 15, 

LATE n = 20) and CD4/CD8 ratio (EARLY n = 9, INT n = 10, LATE n = 20). P values were 

determined using the Mann-Whitney test. Each dot represents one donor. Bars indicates the 

median. (D) Age of individuals from the IMMUNOCO cohort at studied time-point (EARLY 

n = 20, INT n = 15, LATE n = 20) (E) Percentage of naïve CD8+ T cells within total CD8+ T 

cells (left; EARLY n = 20, INT n = 15, LATE n = 18, >65yr OLD HIV n = 14, and >75yr 

Healthy Donor n = 20) and absolute counts of naïve CD8+ T cells (right; EARLY n = 9, INT n 

= 10, LATE n = 18, >65yr OLD HIV n = 13, and >75yr Healthy Donor n = 18). P values were 

determined using the Mann-Whitney test. Each dot represents one donor. Bars indicates the 

median. (F) Telomere length in FACS sorted naive and CD57+ memory CD8+ T cell subsets 

from young infected adults (25-40yr old, n=10) and individuals from the IMMUNOCO cohort 

(EARLY n = 10, INT n = 9, LATE n = 10). P values were determined using the Mann-

Whitney test. Each dot represents one donor. Bars indicates the median. (G) Expression of 

CD28 and CD57 on total CD8+ T cells at LATE time-point were plotted as a function of age. 

Correlations were determined using the Spearman’s rank test. 

 

Figure 2 – Phenotypic analysis of HIV-1 specific CD8+ T cell activation, differentiation 

and senescence. 

(A) Representative staining of B*08-EI8 specific CD8+ T cells at EARLY, INT and LATE 

time-points (subject PS24). (B) Percentage of tetramer+ CD8+ T cells at each time-point. 

EARLY n =21, INT n = 11 and LATE n = 21. P values were determined using the Mann-

Whitney test. Each dot represents a distinct tetramer+ population. Bars indicates the median. 

(C) Representative staining for the expression of cell surface markers on total and HIV-

specific CD8+ T cells (PS24 subject). (D-F) Quantification of CD38, CD57 and CD28 

expression on tetramer+ CD8+ T cells. P values were determined using the Mann-Whitney 
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test. Each dot represents a distinct tetramer+ population. Bars indicates the median. EARLY n 

= 11, INT n = 6, LATE n = 8. 

 

Figure 3 – Transcriptomic analysis of HIV-1 specific CD8+ T cells. 

(A) Dot plots showing B*08-FL8 and B*08-EI8 specific CD8+ T cell responses from 

individual PS24 at EARLY and LATE time-points. (B) UMAP projection of tetramer+ CD8+ 

T cells. Each dot represents one cell. Each cell was color-coded based on time-point (left) or 

specificity (right). (C) Volcano plot showing differentially expressed genes between EARLY 

and LATE (blue: upregulated at LATE, red: upregulated at EARLY). The x axis represents 

log fold change and y axis represents -log10 adjusted P values. (D) Heatmap of the top 229 

differentially expressed genes between EARLY and LATE as defined in (C). Significativity 

was assessed using a Wilcoxon unpaired test. (E) Violin plots of genes associated with 

exhaustion and inhibition (top panel), IFN signalling (middle panel) and stemness (bottom 

panel) of CD8+ T cells. The violin represents the probability density at each value. Each dot 

represents one cell. Significativity was assessed using a Wilcoxon unpaired test. FDR-

adjusted P values are reported (* P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001, **** P < 0.0001). (F) 

GSEA showing the enrichment of genes associated with IFN signature, co-inhibitory 

molecules, apoptosis, stabilization of p53 and effector signature among EARLY cells. 

Normalized enrichment scores and adjusted P values are indicated. (G) GSEA showing the 

enrichment of genes associated with translation and a central memory signature among LATE 

cells. 

 

Figure 4 – Gene signature comparison between CD8+ T cells from long-term treated 

PLWH and HIV controllers 

(A) GSEA showing the enrichment of genes associated with HIV-1 progressors among 

EARLY cells from individuals PS03 and PS24. Normalized enrichment scores and adjusted P 

values are indicated. (B) GSEA showing the enrichment of genes associated with HIV-1 

controllers among LATE cells from individuals PS03 and PS24. (C) PCA plots using EARLY 

and LATE cells from PS03 along with HIV-2 specific CD8+ T cell samples to show the 

segregation between HIV-2/LATE versus EARLY cells (left panel) and their overlap 

according to CD28 expression (right panel). (D) Heatmap representation of the genes 

differentially expressed between EARLY and LATE HIV-1 specific CD8+ T cells from PS03 

and HIV-2 specific CD8+ T cells.  
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Figure 5 – Clonotypic evolution of HIV-1 specific CD8+ T cells responses. 

(A-C) Evolution of the clonotypic composition of PS24 B*08-FL8, PS24 B*08-EI8 and PS03 

B*57-KF11 specific CD8+ T cell responses. Top panel shows CDR3 region of the TCR beta 

chain and bottom panel shows CDR3 region of the TCR alpha chain. Each color represents a 

distinct CDR3 sequence. Same color was applied to paired beta and alpha chains. Solid and 

dashed lines represents new and old clones respectively. (D) Segregation of PS24 B*08-FL8 

old (violet) and new (orange) clones at the LATE time point based on their gene expression 

profile. Left panel: Sample representation of the two clonotypes using the first two 

components of sPLS-DA. Right panel: Projection of sPLS-DA selected variables on 

correlation circles. (E) Heatmap representation of the genes differentially expressed between 

the two clones as defined in (D). Highlighted genes are involved in T cell exhaustion or 

inhibition. (F) GSEA showing enrichment of genes associated with terminal exhaustion, p53 

pathway, co-inhibitory molecules, IL6-JAK/STAT3 signaling and negative regulation of 

immune response in the old clone (violet) or with naïve and central memory signature in the 

new clone (orange) of PS24 B*08-FL8 specific CD8+ T cells at the LATE time point. (G) 

Quantification of CD28 expression on old and new clones from PS24 and PS03 HIV specific 

CD8+ T cells, as defined in A-C. Number of cells analysed and percentages of CD28 

expression for each clone are indicated. 
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SUPPLEMENTAL FIGURES 
 

SUPPLEMENTAL FIGURE 1 - Evolution of viral load and CD4 counts of study 

participants.  

The viral load (dashed line, copies/mL) and CD4 counts (solid line, cells/mm3) of each 

individual from the IMMUNOCO cohort are shown throughout the follow-up. Red, orange 

and blue lines indicate the EARLY, INT and LATE time-point respectively.  

 

SUPPLEMENTAL FIGURE 2 - Additional phenotypic markers on tetramer+ CD8+ T 

cells.  

Quantification of CD27, HLA-DR and CD45RA expression on tetramer+ CD8+ T cells. Each 

dot represents a distinct tetramer+ population. P values were determined using the Mann-

Whitney test. Bars indicates the median. EARLY n = 11, INT n = 6, LATE n = 8. 

 

SUPPLEMENTAL FIGURE 3 - Transcriptomic analysis of KF11-specific CD8+ T cells 

in PS03.  

(A) Dot plots showing the B*57-KF11 specific CD8 T cell response from individual PS03 at 

EARLY and LATE. (B) UMAP projection of KF11-specific CD8 T cells. Each point 

represents one cell. Each cell was color-coded based on the time-point. (C) Volcano plot 

showing differentially expressed genes between EARLY and LATE (blue: upregulated at 

LATE, red: upregulated at EARLY). The x axis represents log fold change and y axis 

represents -log10 adjusted p-values. (D) Heatmap of the top 369 differentially expressed genes 

between EARLY and LATE as defined in (C). (E) Violin plots of genes associated with 

exhaustion and inhibition (top panel; Prdm1, Havcr2, Sla2, Sla), IFN signalling (middle 

panel; Ifi27, Ifi44l, Ifi6, Isg15, Ifitm1) and stemness (bottom panel; Gzmk, Il7r, Tcf7, Nell2) of 

CD8 T cells. The violin represents the probability density at each value. Each dot represents 

one cell. Significativity was assessed using a Wilcoxon unpaired test. FDR-adjusted P values 

are reported (** P < 0.01, *** P < 0.001, **** P < 0.0001). (F) GSEA showing the 

enrichment of genes associated with IFN signature, co-inhibitory molecules, terminally 

exhausted signature, apoptosis and stabilization of p53 in EARLY cells and central memory 

signature in LATE cells. Normalized enrichment scores and adjusted P values are indicated. 
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SUPPLEMENTAL FIGURE 4 – Comparative analysis with HIV-2 specific CD8+ T cells. 

(A) Representative staining of B*53-TL9 specific CD8+ T cells from a HIV-2 infected 

subject, showing comparable phenotype with HIV-1 specific CD8+ T cells from LATE time 

points. (B) Heatmap of the top 532 differentially expressed genes between EARLY and 

LATE HIV-1 specific CD8+ T cells from PS03 and HIV-2 specific CD8+ T cells from two 

HIV-2 controllers. 

 

SUPPLEMENTAL FIGURE 5 - HIV epitope sequences  

Viral sequences of the HIV-1 epitopes studied were determined at several time points. Viral 

sequences were compared with the reference HXB2, and mutations within the epitopes are 

highlighted in red.  

 

SUPPLEMENTAL FIGURE 6 - Clonotypic analyses of HIV-1 specific CD8+ T cells. 

TCRBV, TCRBJ, TRAV and TRAJ usages as well as TRB CDR3aa sequences and TRA 

CDR3aa sequences are showed for all detected clonotypes within B*08-FL8 (A), B*08-EI8 

(B) and B*57-KF11 (C) specific CD8+ T cells in PS24 or PS03. Their frequency is indicated 

at each time-point. Clonotypes of interest (i.e. old and new) are highlighted using the same 

colour-code than in Figures 5A-C.  

 
 



* Only access to CD4 counts between 04/2009 and 09/2017

Patient Early Int Late Sex Year of 
birth

Age at 
EARLY

Age at 
LATE

Follow-up 
(years)

NADIR CD4
(cells/mm3)

HLA-A HLA-B Epitope

PS01 11/1991 01/95 09/2016 M 1952 39 64 25 324 A*02 - SL9

PS03 11/1991 11/1994 10/2016 M 1961 30 55 25 4 A*02 B*57 SL9, KF11, TW10

PS07 12/1991 02/1997 09/2016 M 1950 41 66 25 15

PS14 01/1992 02/1997 08/2016 M 1953 39 63 24 180 A*03 B*35 QK10, RY10

PS17 03/1992 - 04/2017 M 1959 33 58 25 488* A*02, A*03 - SL9, QK10, RY10

PS18 02/1992 03/1997 10/2016 M 1959 33 57 24 79 - -

PS23 02/1992 04/1996 01/2017 F 1957 35 60 25 109 A*02 - SL9

PS24 02/1992 02/1996 10/2016 F 1939 53 78 25 166 A*02 B*08 SL9, FL8, EI8

PS31 07/1992 09/1997 08/2016 M 1956 36 61 25 85 A*02 - SL9

PS34 04/1993 04/1995 04/2017 M 1960 33 57 24 1

PS111 03/1988 - 12/2016 M 1943 45 74 29 260 - B*08, B*57 FL8, EI8, KF11, TW10

PS112 02/1988 05/1990 09/2016 M 1955 33 62 29 133 A*03 B*07 QK10, RY10, RL9, IL9

PS114 03/1991 - 09/2016 F 1962 29 54 25 18 A*02 B*57 SL9, KF11, TW10

PS208 12/1993 02/1997 10/2016 M 1958 35 58 23 102 - -

PS209 06/1991 01/1992 03/2017 M 1954 37 63 26 550 - -

PS212 01/1992 05/1997 08/2016 M 1951 41 66 25 163 A*02 - SL9

PS222 04/1995 - 03/2017 M 1964 31 53 22 120

PS228 09/1991 06/1994 12/2016 M 1938 53 78 25 8 - -

PS240 04/1991 - 10/2016 M 1955 36 62 26 136 - -

PS248 11/1991 05/1997 10/2016 M 1957 34 59 25 211 - -

Table 1
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Figure S1 – Evolution of viral load and CD4 counts in HIV-1 infected patients from the Immunoco cohort
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Figure S1 – Evolution of viral load and CD4 counts in HIV-1 infected patients from the Immunoco cohort
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Figure S3 – Transcriptomic analysis of the KF11-specific response in PS03
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Figure S4 – Phenotypic and transcriptomic analyses of HIV-2 specific CD8 T cells
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Figure S5 – Evolution of HIV epitopes
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Figure S6A – Clonal analysis of HIV-specific CD8 T cells

TRBV CDR3.aa TRBJ Freq TRAV CDR3.aa TRAJ Freq

EARLY

TRBV5-6 CASSTGTGSAQETQYF TRBJ2-5 90 TRAV12-2 CAVRGSGTYKYIF TRAJ40 87,3

TRBV7-8 CASSPIEGIVTEAFF TRBJ1-1 1,43 TRAV1-2 CAVRDLGTYKYIF TRAJ40 1,59

TRBV15 CATSRGGGLLNTGELFF TRBJ2-2 1,43 TRDV2 CACDTLLRVNGDRRGADKLIF TRDJ1 1,59

TRBV3-1 CASSQERTTPYNEQFF TRBJ2-1 1,43 TRAV19 CALSEETSNTGKLIF TRAJ37 1,59

TRBV9 CASSVGAGPYEQYF TRBJ2-7 1,43 TRAV1-1 CARLNSATNKLIF TRAJ32 1,59

TRBV12-3 CASSVGGFYNEQFF TRBJ2-1 1,43 TRAV19 CALSELGGSNYKLTF TRAJ53 1,59

TRBV11-3 CASSPLGEVETGELFF TRBJ2-2 1,43 TRAV19 CALSESGDNDMRF TRAJ43 1,59

TRBV28 CASSGLGGGDTQYF TRBJ2-3 1,43 TRAV25 CAGYTNAGKSTF TRAJ27 1,59

TRAV27 CAGARNSGGSNYKLTF TRAJ53 1,59

INT

TRBV5-6 CASSTGTGSAQETQYF TRBJ2-5 57,14 TRAV12-2 CAVRGSGTYKYIF TRAJ40 53,33

TRBV14 CASSQDRGAGANVLTF TRBJ2-6 4,76 TRAV5 CAPSGNYGGSQGNLIF TRAJ42 6,67

TRBV27 CASSLSGGQGAFYEQYF TRBJ2-7 4,76 TRAV3 CAVRDDWDFGNEKLTF TRAJ48 6,67

TRBV7-2 CASSPGFSGELFF TRBJ2-2 4,76 TRAV12-1 CVVNKGDMRF TRAJ43 6,67

TRBV5-6 CASSLKDSYEQYF TRBJ2-7 4,76 TRAV9-2 CALESLYNNNDMRF TRAJ43 6,67

TRBV7-9 CASSPPTGSYEQYF TRBJ2-7 4,76 TRAV1-1 CAASSNTGKLIF TRAJ37 6,67

TRBV7-3 CASSFAGGADTQYF TRBJ2-3 4,76 TRAV6 CALPLWDTGFQKLVF TRAJ8 6,67

TRBV27 CASSPRDTRAEAFF TRBJ1-1 4,76 TRAV8-3 CAVDNFNKFYF TRAJ21 6,67

TRBV27 CASSTSGASNEKLFF TRBJ1-4 4,76

TRBV30 CAWSPLSGGSNTEAFF TRBJ1-1 4,76

LATE

TRBV2 CASSEFGAAVYEQYF TRBJ2-7 45,78 TRAV3 CAVREAGGYQKVTF TRAJ13 50,68

TRBV5-6 CASSTGTGSAQETQYF TRBJ2-5 26,51 TRAV12-2 CAVRGSGTYKYIF TRAJ40 27,4

TRBV7-9 CASSPPTGSYEQYF TRBJ2-7 4,82 TRAV12-1 CVSYNTNAGKSTF TRAJ27 2,74

TRBV20-1 CSARDSVTGGGYSPLHF TRBJ1-6 3,61 TRAV13-1 CAAKTSGTYKYIF TRAJ40 2,74

TRBV7-8 CASSPIEGIVTEAFF TRBJ1-1 2,41 TRAV8-3 CAVDNFNKFYF TRAJ21 2,74

TRBV11-2 CASSLGGWTGYEQYF TRBJ2-7 2,41 TRAV12-2 CAVRRAGTYKYIF TRAJ40 2,74

TRBV15 CATSRGGGLTNTGELFF TRBJ2-2 2,41 TRAV3 CAVRDNQRANQFYF TRAJ49 1,37

TRBV7-3 CASSSTGGGGTEAFF TRBJ1-1 1,2 TRAV17 CATDFFGNEKLTF TRAJ48 1,37

TRBV15 CATSRGTVSYEQYF TRBJ2-7 1,2 TRAV19 CALSSYDMRF TRAJ43 1,37

TRBV7-2 CASSADSYNEQFF TRBJ2-1 1,2 TRAV5 CAESICA_SASKIIF TRAJ3 1,37

TRBV2 CASSPSGGPDNEQFF TRBJ2-1 1,2 TRAV19 CALTGTGAGSARQLTF TRAJ22 1,37

TRBV6-3 CASSFDPGQGDPFSNQPQHF TRBJ1-5 1,2 TRAV16 CALRRGSNYKLTF TRAJ53 1,37

TRBV4-3 CASSQGPPLRDEQFF TRBJ2-1 1,2 TRAV24 CARNQFYF TRAJ49 1,37

TRBV5-1 CASSSGGAGREQFF TRBJ2-1 1,2 TRAV4 CLVSRARLMF TRAJ31 1,37

TRBV12-3 CASQGETQYF TRBJ2-5 1,2

TRBV29-1 CSVEDGRGPDTEAFF TRBJ1-1 1,2

TRBV6-5 CASSLRQGERSPLHF TRBJ1-6 1,2

PS24 B*08-FL8 (Nef90-97)



TRBV CDR3.aa TRBJ Freq TRAV CDR3.aa TRAJ Freq

EARLY

TRBV2 CASSTGTSGRGEQFF TRBJ2-1 29,33 TRAV8-3 CAVGYTDKLIF TRAJ34 42,42

TRBV5-1 CASSLYPGGNEQYF TRBJ2-7 22,67 TRAV8-6 CAVGYTDKLIF TRAJ34 42,42

TRBV7-8 CASSFQGERTEAFF TRBJ1-1 10,67 TRAV1-1 CAVSSGNTPLVF TRAJ29 16,67

TRBV2 CASSEAATGRSTDTQYF TRBJ2-3 10,67 TRAV25 CAGPGGGGANNLFF TRAJ36 6,06

TRBV2 CASSAAVKGDTQYF TRBJ2-3 9,33 TRAV1-2 CAVRGGIW_SARQLTF TRAJ22 4,55

TRBV7-9 CASSLEPPGYASDEQFF TRBJ2-1 2,67 TRAV22 CAPTRP_NQFYF TRAJ49 4,55

TRBV6-1 CASSELDGMRDTQYF TRBJ2-3 2,67 TRAV13-1 CAAPGGGGNKLTF TRAJ10 3,03

TRBV9 CASSVVGDSRETQYF TRBJ2-5 2,67 TRAV13-1 CAASNGYSTLTF TRAJ11 3,03

TRBV7-8 CASSPLDGKRDTQYF TRBJ2-3 1,33 TRAV8-6 CAVSDHNDMRF TRAJ43 3,03

TRBV27 CASSLDRDRGLRAGELFF TRBJ2-2 1,33 TRDV2 CACDAIYTGGSDTDKLIF TRDJ1 1,52

TRBV20-1 CSARLSYEQYF TRBJ2-7 1,33 TRAV21 CAVICLR_GSEKLVF TRAJ57 1,52

TRBV20-1 CSARDGSRQAASEKLFF TRBJ1-4 1,33 TRAV30 CGTDSNTGNQFYF TRAJ49 1,52

TRBV28 CASSLSQYNSPLHF TRBJ1-6 1,33 TRDV2 CACDTVLGGYDPLTDKLIF TRDJ1 1,52

TRBV9 CASSVVGGGRTDTQYF TRBJ2-3 1,33 TRAV38-1 CAFISNTDKLIF TRAJ34 1,52

TRBV7-6 CASSLAGPPNEQFF TRBJ2-1 1,33 TRAV12-2 CAGPAYSGAGSYQLTF TRAJ28 1,52

TRAV21 CAVDTDKLIF TRAJ34 1,52

TRAV12-3 CAIVKAAGNKLTF TRAJ17 1,52

TRAV13-1 CAATTSYDKVIF TRAJ50 1,52

TRAV27 CAGSSSNTGKLIF TRAJ37 1,52

TRAV19 CALSERGNQFYF TRAJ49 1,52

INT

TRBV2 CASSEAATGRSTDTQYF TRBJ2-3 33,33 TRAV8-6 CAVGYTDKLIF TRAJ34 37,5

TRBV5-1 CASSLYPGGNEQYF TRBJ2-7 20 TRAV8-3 CAVGYTDKLIF TRAJ34 37,5

TRBV2 CASSAAVKGDTQYF TRBJ2-3 16,67 TRAV8-6 CAVSDHNDMRF TRAJ43 20,83

TRBV2 CASSTGTSGRGEQFF TRBJ2-1 13,33 TRAV1-1 CAVSSGNTPLVF TRAJ29 16,67

TRBV7-2 CASSQGPLAGDGTGELFF TRBJ2-2 3,33 TRAV13-1 CAAPGGGGNKLTF TRAJ10 4,17

TRBV9 CASSVVGDSRETQYF TRBJ2-5 3,33 TRAV20 CAGGQGAQKLVF TRAJ54 4,17

TRBV20-1 CSARLSYEQYF TRBJ2-7 3,33 TRAV4 CLVGPISSGSARQLTF TRAJ22 4,17

TRBV9 CASSVEVNTEAFF TRBJ1-1 3,33 TRAV30 CGTDSNTGNQFYF TRAJ49 4,17

TRBV30 CAWKPPD_GQETQYF TRBJ2-5 3,33 TRAV16 CALNDNTDKLIF TRAJ34 4,17

TRAV20 CAVRQTGANNLFF TRAJ36 4,17

LATE

TRBV9 CASSVVGDSRETQYF TRBJ2-5 20,51 TRAV13-1 CAASMADKLIF TRAJ34 24,62

TRBV9 CASSPLPSLYGYTF TRBJ1-2 16,67 TRAV21 CAHGGGGSEKLVF TRAJ57 12,31

TRBV20-1 CSAREGGYEQYF TRBJ2-7 14,1 TRAV20 CAPSDGQKLLF TRAJ16 13,85

TRBV5-1 CASTPQGARGDTEAFF TRBJ1-1 10,26 TRAV12-1 CVVEAGGTSYGKLTF TRAJ52 10,77

TRBV7-9 CASSPPTGSYEQYF TRBJ2-7 10,26 TRAV8-3 CAVDNFNKFYF TRAJ21 6,15

TRBV20-1 CSARRDYEQYF TRBJ2-7 3,85 TRAV20 CAPGDGQKLLF TRAJ16 6,15

TRBV10-2 CASSETGGRGTEAFF TRBJ1-1 2,56 TRAV21 CAVSPRGYKLSF TRAJ20 1,54

TRBV20-1 CSARQSYEQYF TRBJ2-7 2,56 TRAV13-1 CAGNYGGSQGNLIF TRAJ42 1,54

TRBV7-8 CASSFQGSNQPQHF TRBJ1-5 1,28 TRAV3 CAVRDNQRANQFYF TRAJ49 1,54

TRBV4-3 CASSQDRPGRDEQYF TRBJ2-7 1,28 TRAV38-2DV8 CAYVRGGADGLTF TRAJ45 1,54

TRBV4-1 CASSQPGGGLSYNEQFF TRBJ2-1 1,28 TRAV24 CACSNQAGTALIF TRAJ15 1,54

TRBV12-3 CASSLVHEQYF TRBJ2-7 1,28 TRAV38-2DV8 CAYRPSGSRLTF TRAJ58 1,54

TRBV2 CASSPSGGPDNEQFF TRBJ2-1 1,28 TRDV2 CACDTLLPTGDTLFDKLIF TRDJ1 1,54

TRBV5-6 CASSFSATDTQYF TRBJ2-3 1,28 TRAV25 CAAPSSGDYKLSF TRAJ20 1,54

TRBV4-1 CASSQVQFEDRGYGYTF TRBJ1-2 1,28 TRAV2 CAVTAML_NNRKLIW TRAJ38 1,54

TRBV4-3 CASSQEDQGMGETQYF TRBJ2-5 1,28 TRAV41 CAVRGEWGSNYKLTF TRAJ53 1,54

TRBV9 CASSVVPIGTGSYNEQFF TRBJ2-1 1,28 TRAV27 CAGHYPNDYKLSF TRAJ20 1,54

TRBV7-3 CSGRD_GELFF TRBJ2-2 1,28 TRAV19 CALSETDTGNQFYF TRAJ49 1,54

TRBV19 CASSTSGSSYNEQFF TRBJ2-1 1,28 TRAV13-2 CAENGVLLDTGRRALTF TRAJ5 1,54

TRBV6-2 CASRRRDYEQYF TRBJ2-7 1,28 TRAV20 CAVRQGGKLIF TRAJ23 1,54

TRBV20-1 CSARLSYEQYF TRBJ2-7 1,28 TRAV4 CLVGPQQGGKLIF TRAJ23 1,54

TRBV11-3 CASSLEAS_VDTEAFF TRBJ1-1 1,28 TRAV19 CALSEETSNTGKLIF TRAJ37 1,54

TRBV9 CASSVVAAGTDTQYF TRBJ2-3 1,28 TRAV13-1 CAASRSR_TYKYIF TRAJ40 1,54

PS24 B*08-EI8 (Gag260-267)

Figure S6B – Clonal analysis of HIV-specific CD8 T cells



TRBV CDR3.aa TRBJ Freq TRAV CDR3.aa TRAJ Freq

EARLY

TRBV5-6 CASSLSSSNQPQHF TRBJ1-5 73,68 TRAV14DV4 CAMRSPPGNMLTF TRAJ39 61,11

TRBV20-1 CSAHWRTGARRETQYF TRBJ2-5 1,75 TRAV16 CALIPKTGAGSYQLTF TRAJ28 22,22

TRBV4-1 CASSPRQGTYEQYF TRBJ2-7 1,75 TRAV21 CAVSGGSYIPTF TRAJ6 2,78

TRBV6-5 CASSYEGNSPEAFF TRBJ1-1 1,75 TRDV3 CASLHSRTGVGSPDKLIF TRDJ1 2,78

TRBV4-2 CASSQDSGQGAFTGELFF TRBJ2-2 1,75 TRAV12-1 CVVNNARLMF TRAJ31 2,78

TRBV4-1 CASSQEPYGTSNTEAFF TRBJ1-1 1,75 TRAV21 CAVSSSGSASKIIF TRAJ3 2,78

TRBV15 CATSRARTGGYYEQYF TRBJ2-7 1,75 TRAV22 CAVRPGFNKFYF TRAJ21 2,78

TRBV12-3 CASSFSDRAETQYF TRBJ2-5 1,75 TRAV17 CATGGLDQGGYEKLVF TRAJ57 2,78

TRBV6-5 CASTSQGGGYNEQFF TRBJ2-1 1,75

TRBV4-1 CASSQEAGAGSPYGYTF TRBJ1-2 1,75

TRBV5-1 CASIASYRFWGTPNANTGELFF TRBJ2-2 1,75

TRBV7-6 CASSLQLAGGQETQYF TRBJ2-5 1,75

TRBV20-1 CSAVDREKDYGYTF TRBJ1-2 1,75

TRBV7-6 CASSLELAGGRETQYF TRBJ2-5 1,75

TRBV7-3 CASSPSTSAYNEQFF TRBJ2-1 1,75

TRBV6-2 CASTMRLAGGNEQFF TRBJ2-1 1,75

LATE

TRBV5-6 CASSLAGDLQPQHF TRBJ1-5 81,82 TRAV14DV4 CAMRAGGTSYGKLTF TRAJ52 84,62

TRBV7-3 CASSLSGSVGNEQFF TRBJ2-1 1,52 TRAV12-1 CVVTLSGTYKYIF TRAJ40 1,92

TRBV6-3 CASSLGYGYTF TRBJ1-2 1,52 TRAV1-2 CAVSPSTGGFKTIF TRAJ9 1,92

TRBV6-3 CASSYVAGEGNQPQHF TRBJ1-5 1,52 TRAV12-1 CVVEDNYGQNFVF TRAJ26 1,92

TRBV30 CAWSTLQGTLGEQYF TRBJ2-7 1,52 TRAV12-1 CVPYNYGQNFVF TRAJ26 1,92

TRBV2 CASSGEGQETQYF TRBJ2-5 1,52 TRAV14DV4 CAMRPINTGTASKLTF TRAJ44 1,92

TRBV7-3 CASSLSLAGNEQFF TRBJ2-1 1,52 TRAV27 CAGEDRDDKIIF TRAJ30 1,92

TRBV10-2 CARRDPGQGVTEAFF TRBJ1-1 1,52 TRAV26-1 CIVRVPYDKIIF TRAJ30 1,92

TRBV15 CATSSGLGQGGEQYF TRBJ2-7 1,52 TRAV38-2DV8 CAYRREDPGTASKLTF TRAJ44 1,92

TRBV30 CAWSADNRGLAFF TRBJ1-1 1,52

TRBV27 CASSLGGARYEQYF TRBJ2-7 1,52

TRBV6-5 CASSRTGTGSYEQYF TRBJ2-7 1,52

TRBV6-2 CASSYYRSGSGANVLTF TRBJ2-6 1,52

PS03 B*57-KF11 (Gag162-172)

Figure S6C – Clonal analysis of HIV-specific CD8 T cells



RÉSUMÉ	
	
	
OBJECTIFS	

Les lymphocytes T (LT) CD8 sont cruciaux pour le contrôle de l’infection à VIH-1. 
Certaines approches thérapeutiques comme la stratégie « shock and kill » visant à éradiquer le 
réservoir latent utilisent la capacité de LT CD8 à détruire spécifiquement les cellules infectées. 
Pour réussir, il est primordial de progresser dans notre compréhension de la réponse LT CD8 
après des années de traitement. Pour y parvenir nous proposons d’étudier l’évolution de la 
réponse LT CD8 spécifique du virus dans une cohorte unique d’individus infectés par VIH-1 et 
traités par antirétroviraux avec un suivi de plus de 25 ans de l’infection. Notre but est de 
caractériser le répertoire LT CD8 et son potentiel pour contrôler la réplication virale tout en 
séquençant le virus sur les épitopes reconnus par les LT CD8.  
 
METHODES 

Les LT CD8 spécifiques du VIH-1 de 11 patients ont été caractérisés par cytométrie en 
flux pour évaluer leurs niveaux d’activation, de différentiation et de senescence au cours du 
suivi. La méthode du single cell RNA sequencing (scRNAseq) a été appliquée sur 4 patients de 
la cohorte pour évaluer leur propriété fonctionnelle et composition clonotypique (via le 
séquençage des chaînes alpha et beta du TCR). En parallèle nous avons évalué la capacité de 
ces cellules spécifiques de VIH de patients traités à proliférer et produire des molécules 
cytolytiques après stimulation in vitro avec des peptides viraux, et l’impact d’adjuvants 
présélectionnés (ligands de TLR ou STING notamment).  
 
RESULTATS 

Après des années d’infections, les LT CD8 spécifiques du VIH montrent une expression 
réduite de CD38 et CD57 ainsi qu’une expression accrue de CD28, indicateur d’un profil moins 
activé, moins sénescent et moins différentié. De plus, les cellules LT CD8 spécifiques du virus 
de deux individus traités à long terme montrent un profil d’expression génique associé à des 
marqueurs de différentiation précoces (Il7r, Tcf7, Gzmk, Sell, Ccr7). Ce profil rappelle les LT 
CD8 de patients infectés par VIH-2, connus pour être capable de générer des réponses LT CD8 
robustes face à l’infection. Ces changements phénotypiques et transcriptomiques sont associés 
à l’apparition de nouveaux clonotypes avec un potentiel pour le contrôle de la réplication virale. 
Enfin, nous montrons que des LT CD8 spécifiques du virus hautement fonctionnels peuvent 
être générés avec des ligands spécifiques, même après des années de traitement.  
 
CONCLUSION 

Nos résultats indiquent que les LT CD8 spécifiques du virus maintiennent un potentiel 
pour le contrôle de la réplication virale. Ces résultats sont encourageants pour soutenir le 
rationnel de la stratégie « shock and kill » et éventuellement à terme, permettre la guérison 
fonctionnelle de l’infection.  


